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RESUMEN

El incremento de la percepcion clinica y epidemioldgica de casos con sospecha de
brucelosis humana en Cuba, ha provocado que en ocasiones se agote la suspension
bacteriana del FAB en los laboratorios. Esto conlleva al retraso en el diagnéstico, el
tratamiento, la notificacion y el seguimiento de casos confirmados. La presente
investigacion valida la microtécnica del FAB comercial y estima sus costos econdmicos
parciales, como propuesta para la deteccion de anticuerpos contra Brucella spp., en
suero humano. Se realizdé un estudio de corte transversal, entre enero y junio de 2017
en 486 sueros de casos sospechosos cubanos. Se emplearon los sistemas de
referencia ELISA IgM y ELISA IgG contra Brucella spp. La estimacion de los costos se
realiz6 en 182 sueros recibidos en el LNREB durante marzo y abril de 2017. Se obtuvo
100% de especificidad y 98% de sensibilidad para la microtécnica del FAB comercial.
La concordancia entre el FAB comercial y la microtécnica resultdé muy buena (Kappa =
0,8816). Los costos econdmicos estimados para una determinacién fueron de 617,19
CUP, cifra que jamés superara los gastos que genera al sistema de salud un enfermo
de brucelosis no diagnosticado oportunamente. La microtécnica del FAB comercial
demuestra ser una herramienta robusta y segura, capaz de reemplazar la metodologia
utilizada actualmente, por lo que se recomienda su uso en la red nacional de laboratorio

de salud publica en Cuba.
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INTRODUCCION

La brucelosis se considera una enfermedad “olvidada” (Canal, 2011; Scholz et al.,
2013), a pesar de ser una de las cinco zoonosis bacterianas mas frecuentes en todo el
mundo, y de provocar un gran numero de enfermos e importantes pérdidas en el sector
veterinario (Hincapié et al., 2014, Lépez, 2014; Méndez et al., 2015). Anualmente, se
reporta a nivel mundial medio millon de casos nuevos de brucelosis humana
(Figueiredo et al., 2015). No obstante, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
estima que el total de enfermos es de 10 a 25 veces superior, debido al subdiagndstico

y la subnotificacidon existentes (Garshasbi et al., 2014).

El agente etiologico de la brucelosis, son las bacterias del género Brucella, de ellas
B. melitensis, B. abortus, B. suis y B. canis son patdégenas para el hombre (Zhong et al.,
2012, Rahman et al., 2016). En todos los continentes se reportan casos, sin embargo,
esta enfermedad es endémica de regiones como la cuenca del Mediterrdneo, la
Peninsula Arabiga y las Américas. En esta Ultima, paises como Argentina, Peru y

México muestran las mayores tasas de prevalencia (DE, 2013; Morales et al., 2014).

La infeccion del ser humano ocurre de forma accidental y esta intimamente relacionada
con la enfermedad en los animales domésticos (Diaz et al., 2011). Los pacientes
pueden presentar sintomas leves e inespecificos o cuadros severos, debilitantes e
incapacitantes (Dean et al., 2012; DE, 2013). La brucelosis aguda clasica suele
manifestarse como una enfermedad febril acompafiada de sudoracién profusa de
predominio nocturno; y de algias de localizacion articular (sin artritis), muscular y/o
neuroldgica (Ari, 2011, Oliveira et al., 2015).

Los pilares fundamentales para confirmar la infeccién por brucelas son la elaboracion
correcta de la historia clinico — epidemioldgica y los resultados del laboratorio de
microbiologia (Araj, 2010). Un diagndstico erroneo o tardio favorece la evolucion hacia
la cronicidad, asi como la aparicion de complicaciones en el 40% de los casos, las
cuales, en su mayoria, disminuyen la eficacia de las terapéuticas existentes y la
probabilidad de curacién definitiva (Ari, 2011; Razzaq y Al Saadi, 2014).



El aislamiento y cultivo de Brucella spp. a partir de las muestras clinicas es la prueba de
oro para el diagndstico microbiolégico de la brucelosis, sin embargo, su sensibilidad es
pobre e inconstante (Alikhani et al., 2013). Este proceder solo se recomienda realizarlo
en los laboratorios con nivel de bioseguridad Il Lowe et al., 2015). Las técnicas de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés polymerase chain reaction)
permiten la identificacion rapida, sensible y especifica del acido desoxirribonucleico
(ADN) de Brucella spp. en cualquier etapa de la enfermedad. Estas técnicas requieren
de equipos e insumos costosos, por lo que no suelen estar disponibles para el
diagndstico de rutina en paises pobres donde la brucelosis representa un problema de
salud (Wang et al., 2014; Morales et al., 2014).

Las técnicas serologicas resultan esenciales para el diagndstico de esta entidad, a
través de la deteccion de titulos de anticuerpos especificos IgG, IgM e IgA. Entre los
métodos mas utilizados se encuentran la técnica Rosa de Bengala, la Seroaglutinacion
en Tubo (SAT) y los Ensayos Inmunoenziméticos (ELISA, del inglés Enzyme Linked
Inmunosorbent Assay) (Pabuccuoglu et al., 2011). Estos ultimos permiten conocer si el
paciente cursa por la etapa aguda o cronica de la enfermedad (Al Dahouk et al., 2013;
Fadeel et al., 2011).

En Cuba, la brucelosis humana es una enfermedad de declaracion obligatoria
(MINSAP, 2013). Antes de los afios 90 del pasado siglo, el diagnéstico microbiolégico
en la red de laboratorios de salud publica se realizaba mediante el cultivo y las técnicas
serologicas caseras. Con el inicio del “periodo especial” disminuy6 la disponibilidad de
los reactivos (antigenos) para la confirmacion de la infeccion, lo cual contribuyé al

subregistro de casos durante aquellos afios (Obregon et al., 2015).

En el afio 2012 el MINSAP introduce el sistema serolégico comercial FAB (del inglés
Febrile Antigen Brucella) en los laboratorios de los Centros Provinciales de Higiene,
Epidemiologia y Microbiologia (CPHEM) de todo el pais, previa validacion en el
Laboratorio Nacional de Referencia de Brucelas del Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri” (IPK).



Este sistema es comercializado por la firma Diagnostic Senese SpA (DIESSE), y
permite la pesquisa de anticuerpos contra brucelas. La evaluacion del FAB demostro
que, en nuestro medio, es un diagnosticador robusto, sensible, especifico y seguro, con
el que se rescato la vigilancia nacional de los casos con sospecha de la enfermedad
(Obregén etal.,, 2015). Esta formado por una prueba cualitativa rapida y otra
semicuantitativa lenta. La prueba cualitativa es similar a la reaccion de Huddleson, se
realiza en tarjetas, ofrece el resultado en dos minutos y permite la pesquisa de
anticuerpos totales en los sueros de los pacientes con sospecha de la enfermedad. Por
Su parte, la prueba semicuantitativa se les realiza a los sueros que resultan reactivos en
la prueba cualitativa. Es equivalente a la reaccion de Wright, la que se realiza en tubos
y en 24 horas permite conocer el titulo de anticuerpos totales aglutinantes especificos
presentes en el suero del paciente. A partir de este resultado las muestras pueden
clasificarse como negativas (no ocurrencia de reaccion), reactivas (titulos de 20 a 40),
sospechosas (titulo de 80) y positivas (titulos = 160) (www.diesse.com).

En Cuba, durante los ultimos tres afios se constata un aumento significativo del nimero
de sueros recibidos en el Laboratorio Nacional de Referencia de Espiroquetas y
Brucelas (LNREB) para la confirmacion de la infeccion y la vigilancia nacional,
procedentes de casos con sospecha de brucelosis humana. Este hecho ha provocado,
en ocasiones, el agotamiento del antigeno FAB y, por ende, el atraso en la confirmacion
de la infeccién de los sueros que se estudian. En particular la prueba semicuantitativa
del FAB es un proceder técnico que requiere mucho tiempo, resulta fatigoso para el
laboratorista y en el que se rompen con facilidad los tubos de cristal que en él se
emplean. Ademas, consume, por determinacion, elevados volimenes de solucién salina
(7,9 ml), suero del paciente (100 pl) y suspension bacteriana (350 ul), lo cual determina

que por cada estuche o kit solo se puedan estudiar 80 sueros (www.diesse.com).



http://www.diesse.com/
http://www.diesse.com/

Tomando este antecedente en consideracion se decide disefiar y validar una
microtécnica basada en el fundamento del FAB comercial semicuantitativo, usando
placas de microtitulacion de fondo U, que permita el estudio de un mayor niumero de
sueros por estuche, la reduccion, por determinacion, de los recursos (incluyendo el
reactivo) y que se agilice la labor del personal de laboratorio. Para lograr lo expuesto
nos trazamos los siguientes objetivos:

Objetivos:

1. Validar la microtécnica del FAB semicuantitativo, para la deteccion de
anticuerpos contra Brucella, utilizando sueros negativos y positivos a brucelosis e
infecciones viricas y parasitarias.

2. Aplicar la microtécnica del FAB y el sistema comercial del FAB, en sueros de
casos sospechosos de brucelosis.

3. Estimar los costos econdmicos de la microtécnica del FAB para el nivel terciario

de salud.
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l. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Definicién y sinonimia

La brucelosis es una antropozoonosis infectocontagiosa producida por bacterias del
género Brucella, que afecta a mamiferos terrestres y acuéticos. El ser humano es un
hospedero accidental de las brucelas. Esta enfermedad se manifiesta con variados
sintomas inespecificos y elevada tendencia a evolucionar hacia la cronicidad, por lo que
el diagnostico clinico resulta dificil (Galinska y Zagorski, 2013; DE, 2013). Aunque la
infeccion solo es mortal en el 3% de los casos no tratados, resulta grave e invalidante

para muchos de los pacientes que la padecen (Kassiri et al., 2013).

A lo largo del tiempo la brucelosis ha recibido diferentes nombres relacionados con sus
descubridores, su presentacion clinica o la localizacion geografica de los brotes
epidémicos. Entre ellos, los mas conocidos son: fiebre ondulante, fiebre melitensis,
fiebre de Malta, fiebre de Traum, fiebre caprina, fiebre de Chipre, enfermedad de Bang,
fiebre de Gibraltar y fiebre sudoralis (Galinska et al., 2013; DGE, 2012).

1.2. Antecedentes historicos de la brucelosis

La brucelosis es una enfermedad tan antigua como el hombre. Tal es asi que el analisis
paleo-patoldgico realizado a un esqueleto de un adulto Australopithecus africanus que
posee entre 1,5 y 2,8 millones de afios de antigiedad, sugiri6 que las lesiones
vertebrales en él encontradas (espondilitis deformante) no habian sido causadas por un
trauma, sino por una brucelosis no tratada (D’anastasio et al., 2011; Rahman et al.,
2015). No obstante, la primera descripcion de esta enfermedad en el hombre se
atribuye a Jeffery Allen Marston en 1863 (Vega et al., 2008; Alvarez et al., 2015).

Su agente etiolégico se identific6 en 1887 por el doctor Sir David Bruce, quien fue
enviado a investigarel padecimiento febril que causaba la muerte de los soldados. El
germen fue encontrado en el bazo de cuatro soldados fallecidos y se denominé en esos

momentos Micrococcus melitensis (Wyatt, 2009; Rahman et al.; 2015).



Luego en 1896 el médico danés Bernhard Lauritz F. Bang identificé el agente causal del
aborto epizodtico bovino y le llamo6 Bacilo de Bang (Vega et al., 2008; Padrén et al.,
2011); mientras que en 1914 Jacob Traum aisl6o en fetos abortados de cerdos el
microorganismo que luego seria reconocido como Brucella suis (Alvarez NE et al.,
2015). Pero no fue hasta 1920 que la bacteribloga norteamericana Alice Catherine
Evans comprobd la semejanza de los microorganismos aislados por Bruce, Bang y
Traum y sugirid que el agente llevara el nombre de Brucella, en honor a David Bruce
(Laval 2006; Rahman et al., 2015).

Paralelo a ello, se describe que, durante la Conquista de las Américas, la enfermedad
se propago entre los bovinos (Padrén et al., 2011). En Cuba, los primeros reportes de la
enfermedad fueron realizados por el Dr. Recio en el afio 1918, cuando identifico un
brote en ganado bovino que habia sido importado desde Estados Unidos (Curbelo y
Marquez, 1950).

1.3. Agente etioldgico

1.3.1. Caracteristicas generales

El género Brucella esta constituido por cocobacilos cortos y pequefios, gramnegativos,
que miden de 0,5 a 0,7 ym de ancho por de 0,5 a 1,5 ym de longitud. Estas bacterias
son intracelulares facultativas, inméviles, no encapsuladas, no formadoras de esporas,
de crecimiento lento y aerobias estrictas (aunque algunas cepas requieren de diéxido
de carbono) (Tae et al., 2011; Von Bargen et al., 2013; Ledwaba etal, 2014). El
crecimiento de las brucelas se inhibe en presencia de sales biliares, telurito o selenito;
mientras que es favorecido por factores como biotina, tiamina y nicotinamida, por tal
razén a las bases de los medios que se utilicen para su cultivo se les adicionar sangre o

suero, pero (Castafio, 2010).



Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C y para alcanzar un desarrollo
adecuado requieren de un pH entre 6,6-7,4. Estas bacterias no fermentan los azucares,
no producen indol, no licuan la gelatina, no utilizan citratos y reducen los nitratos a
nitritos (Lucero et al., 2008; Gupte y Kaur, 2015). Este género bacteriano produce las
enzimas catalasa y citocromo oxidasa, a excepcion de las especies B. neotomae y B.
ovis que son negativas a la prueba oxidasa (Vega et al.,, 2008, Castafio, 2010; Araj,
2010).

Las brucelas son resistentes a la congelacién y al secado (liofilizacion). Ademas, son
capaces de permanecer viables durante largos periodos de tiempo en condiciones de
alta humedad, baja temperatura, pH cercano a la neutralidad y poca luz solar (Obregon
(A) etal., 2015). Igualmente, pueden sobrevivir por mas de dos meses en el agua y
productos lacteos como quesos frescos; seis semanas en la tierra seca contaminada de
orina, secrecion vaginal y tejidos placentarios o fetales de animales infectados; y
alrededor de seis meses en tierra humeda o estiércol liquido conservado en un
ambiente frio y oscuro (Corbel y Beeching, 2012; Martinez, 2013). Sin embargo, son
muy sensibles a la luz solar, las radiaciones ionizantes y a la mayoria de los
desinfectantes comunes, con excepcion de las sales cuaternarias de amonio (Corbel y
Beeching, 2012; Diaz, 2013).

Segun el Centro para la Prevencion y Control de Enfermedades Infecciosas (CDC, del
inglés Control Diseases Center) Brucella spp. se encuentra en la categoria B de los
agentes del bioterrorismo, principalmente las especies B. melitensis y B. suis, que son
consideradas como posibles armas biologicas (Santis et al, 2011). Lo anterior se
atribuye a que bastan entre 10-100 bacterias para propagar la infeccion a través de
aerosoles, con el resultado de la aparicion de 413 muertes y 82 500 nuevos casos,
muchos de los cuales pueden presentar secuelas incapacitantes (Yagupsky y Baron,
2005; Santis et al., 2011).



1.3.2. Taxonomia

La taxonomia de Brucella spp. es compleja y controversial. El analisis de las secuencias
del &cido ribonucléico 16S (ARNr 16S) permite ubicar a Brucella en la familia
Brucellaceae (familia 1), orden Rhizobiales, clase Alphaproteobacteria, fillum
Proteobacteria (Ficht.,, 2010; Garin-Bastuji et al, 2014). Dentro de la familia
Brucellaceae se encuentra también Ochrobactrum intermedium, bacteria de vida libre y
patégena oportunista del hombre, con quien Brucella comparte el 98,8% en homologia
del ARNr 16S (Scholz et al, 2008).

En la actualidad se reconocen 12 especies constituyentes del género Brucella, que
ademas de diferenciarse genéticamente (Ficht, 2010; Scholz y Vergnaud, 2013)
también se diferencian a partir de sus hospederos predilectos (Godfroid et al., 2013). Es
asi como B. melitensis se encuentra fundamentalmente en caprinos y ovinos; B. abortus
en bovinos y bubalinos, B. suis en porcinos, liebres, renos y roedores; y B. neotomae en
el raton del desierto. Por su parte, B. canis esta preferentemente en caninos; B. ovis en
ovinos; B. ceti en los cetaceos; B. pinnipedialis en los pinnipedos y B. microti en el ratén
de campo. Por otra parte, B. inopinata, B. papionis y B. vulpis fueron descubiertas en
los dltimos 20 afos y se aislaron a partir de un implante mamario en una mujer de 71
afos; de mandriles y de zorros rojos, respectivamente (Hammerl et al., 2017). De ellas,
las especies consideradas de elevado potencial antropozoonético son B. melitensis, B.
abortus, B. suis y B. canis, en ese mismo orden (Al Dahouk et al., 2013; Galinska y
Zagorski, 2013).

1.3.3. Caracteristicas genéticas

El genoma de Brucella contiene aproximadamente 3,2 x 10° pares de bases y un 57%
de guanina mas citosina (G+C) (Bohlin et al.,, 2010). Estd organizado en dos
cromosomas circulares, uno grande con un tamafo de 2.1 Mb y otro pequefio de
1,5 Mb, a excepcion de la biovariedad 3 de B. suis, que presenta solo un cromosoma de
3,1 Mb (Mantur et al., 2007).



Brucella spp. no presenta plasmidos u otros elementos genéticos moviles, aunque se
ha descrito su capacidad para mantener y transferir plasmidos exdgenos (Rigby y
Frase, 1989; Bohlin et al., 2010). La ausencia de pladsmidos propios en las brucelas
demuestra su adaptacion al ambiente intracelular (nicho ecolégico estable) sin
competencia microbiana, en el que no es necesaria la plasticidad genética que

requeriria habitar ambientes con una elevada carga microbiana (Rivers et al., 2006).

1.3.4. Estructura antigénica

Las brucelas son bacterias gram-negativas cuya envoltura celular esta compuesta por
una membrana interna, una membrana externa y un espacio periplasmico intermedio.
La membrana externa contiene fosfolipidos, proteinas y un lipopolisacarido (LPS)
distribuidos asimétricamente, con una region hidrofébica insertada en la membrana
externa, llamada lipido A, y una region hidrofilica dirigida hacia el exterior (Martinez,
2014).

La regién hidrofilica se divide en dos secciones: el nucleo oligosacaridico interno unido
al lipido A, y la cadena "O" externa (polisacarido o antigeno "O"), que contiene
antigenos conocidos como A (abortus), M (melitensis) y C (comun a todas las brucelas).
Contra estos antigenos estan dirigidos la mayoria de los anticuerpos (Ac) en la
respuesta humoral, y mediante la determinacion de la proporcion de estos epitopes
antigénicos se pueden identificar las diferentes biovariedades (Sbriglio et al., 2007;
Zygmunt et al., 2012; Murray, 2013).

El polisacarido "O" de Brucella spp. puede dar lugar a reacciones cruzadas con
anticuerpos que se produzcan contra el polisacarido "O" de otras bacterias como
Yersinia enterocolitica O:9, Pseudomonas maltophilia S555, Vibrio cholera O1,
Excherichia coli O157:H7, Xanthomonas maltophilia y Francisella tularensis (Fadeel
et al.,, 2011; Al Dahouk et al., 2013). Las especies de Brucella que poseen la cadena
"O" son lisas (B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae), mientras que aquellas en
las que estd ausente la cadena "O" son las especies rugosas (B. ovis y B. canis)
(Martinez, 2014). La mayoria de las brucelas patdégenas para el hombre poseen LPS en
fase lisa y éste es marcadamente inmunodominante en la respuesta serolégica (La
Paque et al., 2005).



1.3.5. Factores de virulencia

Brucella spp. a diferencia de otras bacterias intracelulares, no exhibe factores de
virulencia clasicos como produccidn de exotoxinas, capsula, fimbrias, flagelos,
plasmidos, inductores apoptéticos o fagos lisogénicos (de Jong y Tsolis, 2012). Sin
embargo, posee un conjunto de mecanismos fisiolégicos y adaptaciones metabdlicas
gue garantizan la evasion de las defensas del hospedero y su adaptacion a la vida

intracelular (Baldi y Giambartolomei, 2013).

Entre los determinantes de la virulencia de este microorganismo se encuentran su
habilidad para entrar y sobrevivir dentro de células fagociticas y no fagociticas y para
acidificar el fagosoma (de Jong y Tsolis, 2012). Este Gltimo propicia la expresion de los
12 genes del operodn virB, los cuales codifican para el Sistema de Secrecion de Tipo IV
(SST4, de sus siglas en inglés). Experimentos realizados en lineas celulares y en
ratones, sugieren que la interrupcion del operén virB da lugar a que la bacteria pierda
su capacidad infectiva. Por tanto, su expresion es crucial para la infeccion,
supervivencia y establecimiento del nicho replicativo (de Jong y Tsolis, 2012; Byndloss
y Tsolis, 2016).

Otra caracteristica que se considera un factor de virulencia en este género bacteriano
es el lipido A del LPS el cual tiene acidos grasos mas extensos que los lipidos A
clasicos, siendo este componente el responsable de evitar que Brucella genere una
respuesta inflamatoria a escala general en el hospedador, y que, por ende, logre
mantenerse por largos periodos dentro del hospedero (Von Bargen et al., 2013). Al
mismo tiempo, la cadena-O del LPS muestra resistencia a la degradaciéon por los
macrofagos y le confiere a este género la capacidad de entrar a la célula usando balsas
lipidicas, de inhibir la fusién fagolisosoma y evitar la apoptosis del macréfago que
parasitan (de Jong y Tsolis, 2012; Ahmed et al., 2016).



1.3.6. Patogenia

La patogenicidad del género Brucella esta relacionada con su capacidad para
adherirse, penetrar, sobrevivir y multiplicarse dentro de una gran variedad de células
fagociticas, lo que impide que sean eliminadas por los mecanismos de defensa del
organismo (Skendros et al., 2011), o que sean erradicadas por los antimicrobianos
(Alavi SM y Alavi L, 2013). Su permanencia en tejidos y organos “diana” permite las

recaidas de la infeccion (Martirosyan y Gorvel, 2013).

Al penetrar las brucelas al hospedero se adhieren a la membrana plasmética de las
células “diana” y forman microcolonias, que le permiten ingresar por macropinocitosis
(balsas lipidicas) y formar la BCV (de sus siglas en inglés: Brucella Containing
Vacuole). Esta bacteria inhibe la fusion de la BCV con los lisosomas, modificando asi el
proceso de maduracion de los fagosomas y creando un nicho intracelular replicativo, en
el que se multiplican y permanecen protegidas de los efectos del sistema inmune (Von
Bargen et al., 2012; Sycz, 2015; Ahmed et al., 2016).

Las bacterias que escapan de la via endocitica, quedan protegidas del sistema inmune
y pueden proliferar, mientras que las brucelas fagocitadas pueden ser transportadas
hacia el bazo, el higado, la médula 6sea, los ganglios linfaticos y los rifiones
(Martirosyan y Gorvel, 2013). Cuando el numero de bacterias dentro de la célula
hospedera es muy elevado (entre la primera y séptima semana post-infeccion), se
produce su ruptura y se liberan a la sangre circulante, produciéndose una bacteriemia.
De este modo Brucella puede diseminarse a cualquier érgano, donde secreta proteinas
gue, en algunos pacientes, conducen a la formacion de los granulomas y el dafio tisular
propio de las focalizaciones y las manifestaciones de cronicidad de esta enfermedad
(Murray, 2013).



1.3.7. Respuesta inmune

La inmunidad innata es la primera linea de defensa contra Brucella spp. e involucra a
macréfagos, neutrdfilos polimorfonucleares (PMN), células NK (del inglés, Natural Killer)
y al sistema del complemento. Su funcion es reducir el nUmero inicial de bacterias y
preparar el ambiente para la activacion de los mecanismos de la inmunidad adaptativa
(Lozano et al., 2012). Inicialmente, las brucelas son fagocitadas por PMN y en ellos
logran sobrevivir, multiplicarse y transportarse a los o6rganos del sistema
reticuloendotelial (Vega et al., 2008). Por su parte las células NK juegan un papel
trascendental pues secretan interferon ganma (IFN-y), citoquina que potencia la
capacidad fagocitica y microbicida de los macréfagos (Corbel y Beeching, 2012). Entre
los mecanismos humorales innatos, destaca el sistema de complemento, resultando
efectivo cuando Brucella spp. se encuentra extracelularmente y en bajas

concentraciones (Lozano et al., 2012).

En la respuesta inmune adaptativa sobresalen la produccion de IFN-y por los linfocitos
T CD4+ y T CD8+, citoquina que activa la funcion bactericida de macréfagos; la
citotoxicidad de los linfocitos T CD8+ frente a macréfagos infectados; y la produccion de
Ac, especialmente los isotipos 1gG, e IgGs, que opsonizan al patégeno y facilitan su
fagocitosis (Martirosyan y Gorvel, 2013; Elfaki et al., 2015). La respuesta celular
adaptativa de tipo T helper 1 (Thl), y las citoquinas IFN-y, IL-12 (Interleuquina 12) y
TNF-a (Factor de Necrosis Tumoral alfa) son claves en el control de la infeccidn. Las
células B y los macrofagos secretan IL-12, dirigiendo la respuesta inmune hacia el tipo
Thl. Ello favorece la secrecion de IFN-y y TNF-a, esenciales en la inhibicidon de la
replicacion intracelular y en la induccion de la muerte bacteriana (Martirosyan y Gorvel,
2013).

En las infecciones por Brucella los IgM, aparecen en la 1°@ y 2% semanas de la
infeccion, seguidos por los IgG. Ambos aumentan durante las siguientes semanas y al
parecer opsonizan a los microorganismos, facilitan la fagocitosis y confieren resistencia

a las reinfecciones (Lucero et al., 2008; Elfaki et al., 2015).



1.4. Epidemiologia

La brucelosis humana tiene una distribucion mundial, pero es endémica en paises del
Mediterraneos (de Africa y Europa), del Medio Oriente, de Asia Central, de la India, de
América Central y de América del Sur (Glynn y Dragon, 2011; Martinez, 2013; Elfaki
etal.,, 2015). En América Latina, los paises con mayor prevalencia son Argentina,
México y Peru (DE, 2013; Kassiri et al., 2013).

Los principales reservorios de las brucelas son los animales domésticos. Entre los mas
frecuentes se encuentran las ovejas, las cabras, el ganado vacuno, los cerdos, los
perros, los caballos y los camellos (Diaz etal., 2011). Los animales enfermos son
capaces de excretar las bacterias durante mucho tiempo a través de los fluidos

uterinos, los fetos muertos, la placenta o la leche materna (Radameés, 2013).

La infeccidn del ser humano es un accidente en la cadena epidemiolégica en el que la
transmision puede ocurrir de forma directa o indirecta (Diaz et al., 2011). La via directa
incluye el contacto de heridas o conjuntivas humanas con 6rganos o secreciones del
animal enfermo; la inhalacion de aerosoles en ambientes contaminados con estos
gérmenes; o la inoculacion accidental del microorganismo. Mientras que, la via indirecta
se refiere a la ingestion de productos de origen animal contaminados por brucelas,
entre los que se destacan las carnes mal cocidas, y los productos lacteos no
pasteurizados adecuadamente como la leche, el queso, la mantequilla, o los helados
(Canal, 2011; Martinez, 2013; Lépez, 2014). La transmisién de persona a persona es
muy rara. Existen reportes de transmision por via sexual, a través de transfusiones de
sangre, luego de trasplantes de érganos o tejidos, por via transplacentaria, o a través

de la lactancia materna (Oliveira et al., 2015; Alnemri et al., 2017).

El periodo de incubacién de la brucelosis es variable, suele durar entre 5y 60 dias o
extenderse por mas tiempo (Araj, 2010; Corbel y Beeching, 2012; Martinez, 2013). La
enfermedad es mas frecuente en el sexo masculino, en edades comprendidas entre 30
y 40 afios y en zonas rurales (Ariza, 2016). En los paises endémicos se considera una

enfermedad ocupacional (Galinska y Zagorski, 2013).


http://www.monografias.com/trabajos34/lactacion/lactacion.shtml

Los principales grupos de riesgo son el personal de laboratorio, los veterinarios, los
granjeros, carniceros, entre otros. (DE, 2013; Galinska y Zagorski, 2013; Garshasbi et
al.,, 2014). Entre las medidas para no adquirir la enfermedad se encuentran la
vacunacion del ganado y el sacrificio o curacion de los animales infectados; la correcta
pasteurizacion de la leche y sus derivados; asi como el uso de guantes, mascarilla y
bata que protejan ante las secreciones de posibles animales infectados. (Vega et al.,
2008; Glynn y Dragon, 2011; Alavi y Motlagh, 2012).

1.5. Manifestaciones clinicas

En dependencia del curso de la enfermedad se describen las formas clinicas aguda,
subaguda, subclinica y cronica (Galinska y Zagorski, 2013). La evolucion y gravedad
del cuadro dependen de factores que incluyen el estado del sistema inmune del
hospedador, la presencia de enfermedades concomitantes, la concentracién del inéculo

y la especie de Brucella implicada en la infeccidén (Vega et al., 2008; Ariza, 2016).

La brucelosis aguda puede presentarse de forma leve y transitoria o grave, ambas
acompafadas de fiebre alta y sintomas inespecificos. La fiebre puede durar varias
semanas, y en algunos casos muestra el patron ondulante clasico de aparicion en el
atardecer y la noche. Los pacientes suelen presentar malestar general, escalofrios,
sudacion profusa con olor caracteristico a paja mojada, astenia, anorexia, debilidad y
artralgias pérdida de peso, cefalea, mialgias, dolor lumbar, nauseas y dolor abdominal,
entre otros sintomas (Corbel y Beeching, 2012; Dean et al., 2012; Oliveira et al., 2015).
El examen fisico generalmente no muestra alteraciones, aunque puede aparecer
hepatomegalia, esplenomegalia o linfoadenopatias (Vega et al., 2008; Alavi y Motlagh,
2012; Dean et al., 2012).

La brucelosis subaguda se describe fundamentalmente en areas endémicas y tiene un
tiempo de evolucion entre dos y doce meses (Buzgan et al., 2010). Se incluyen en esta
forma clinica los pacientes que no completan el tratamiento antimicrobiano. En este
caso el patron clinico es mas variado y solapado que el de la forma aguda,

predominando la astenia y la artralgia (Ariza, 2002).



La brucelosis subclinica o asintomatica, aparece con frecuencia en personas con
factores de riesgo ocupacionales como veterinarios, pastores, trabajadores de
mataderos o de la industria lactea. Estos individuos suelen presentar titulos elevados de
anticuerpos sin evidencia de infeccion clinica. También existen reportes de bacteriemia

asintomatica por Brucella spp. en estos casos (Celebi et al., 2007).

La brucelosis cronica ocurre cuando tras un episodio de brucelosis aguda y un
tratamiento antimicrobiano adecuado, los sintomas persisten mas de un afo, con o sin
enfermedad localizada; o cuando como consecuencia de la ausencia de diagnéstico
temprano y tratamiento oportuno los sintomas persisten durante todo este tiempo. La
persistencia de altos titulos de anticuerpos IgG constituye un importante hallazgo de

laboratorio en estos casos (Ariza, 2002; Alavi y Motlagh, 2012).

El desarrollo de focalizaciones o complicaciones es caracteristico de la brucelosis y
pueden presentarse en cualquier fase de la enfermedad. Aparecen hasta en el 30% de
los pacientes, acompafiadas o no de sintomas sistémicos (Ariza, 2002; Vega et al.,
2008). La enfermedad osteoarticular es la complicacion mas comudn e incluye
presentaciones como la espondilitis y la artritis de grandes articulaciones, entidades de
dificil tratamiento, que acarrean incapacidad e impotencia funcional (Al Dahouk y
Nockler, 2011; Godfroid et al., 2011; Ariza, 2016). Otras focalizaciones frecuentes son
la endocarditis, meningiencefalitis, prostatitis, epididimo-orquitis, salpingitis, hepatitis
granulomatosa difusa, abscesos hepéticos, infiltrados pulmonares asociados a derrame
pleural, uveitis y queratoconjuntivitis (Corbel y Beeching, 2012; Alavi y Motlagh, 2012;
DE, 2013).



1.6. Tratamiento

El tratamiento de la brucelosis humana requiere de una antibiéticoterapia combinada y
prolongada (para evitar las recaidas), que en algunos casos se debe acompafar de una
intervencidon quirdrgica. Dado su caracter intracelular se deben utilizar medicamentos
que penetren y actien en el interior de las células fagociticas (Schutze y Jacobs, 2013;
Rodriguez y Solera, 2014). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda
dos esquemas de tratamiento: ambos incluyen la doxiciclina (100 mg/12 h v.0.) durante
seis semanas, combinada con estreptomicina (1 g/dia i.m. [750 mg si mas de 50 afios])

durante dos a tres semanas, o con rifampicina (600-900 mg/dia) durante seis semanas.

Cuando se utiliza la estreptomicina los fracasos terapéuticos y las recaidas no
sobrepasan el 5%, pero el segundo esquema que incluye la rifampicina es el mas
utilizado, porque los pacientes muestran mayor adherencia a él (Ariza, 2016; DE, 2013;
Corbel et al., 2013). Algunos autores reportan mejores resultados con el uso de la triple
terapia que incluye doxiciclina, rifampicina, y gentamicina intramuscular, a razén de 5
mg/kg de peso durante dos semanas (Skalsky et al., 2008). En los nifios mayores de
ocho afios se mantienen los mismos esquemas de tratamiento (Schutze y Jacobs.,
2013; Fruchtman et al.,, 2015), pero debido a la toxicidad de las tetraciclinas, la
doxiciclina se debe sustituir por trimetoprim-sulfametoxazol en los nifios pequefios y las
embarazadas (Skalsky et al., 2008; Schutze y Jacobs, 2013; Fruchtman et al., 2015).

1.7. Diagnostico

1.7.1. Diagnéstico diferencial y hallazgos del laboratorio clinico

El diagnéstico diferencial se realiza fundamentalmente con entidades que causan
sindrome febril como la fiebre tifoidea, la leptospirosis, la malaria, el dengue, la
tuberculosis, la toxoplasmosis, los linfomas y las infecciones por los virus Epstein-Bair,
hepatitis y citomegalovirus (Corbel y Beeching, 2012; Ariza, 2016; Schutze y Jacobs,
2013).



Los resultados de los examenes del laboratorio clinico no brindan informacion
concluyente. Solo suelen aumentar, en algunos casos, los niveles séricos de las
enzimas hepdaticas y de la bilirrubina, y aparecer, en algunos pacientes, anemia y
leucopenia, pero la velocidad de eritrosedimentacion y la proteina C presentan valores

normales (Franco et al, 2007; Buzgan et al, 2010).

1.7.2. Diagndstico Microbiologico

El diagndstico microbiologico de la brucelosis se requiere ante todo paciente con
sintomas y signos compatibles con la enfermedad, y con antecedentes epidemiolégicos
gue sugieran el contacto con Brucella spp. (Al Dahouk y Noéckler, 2011; Rodriguez y
Solera, 2014). La confirmacién o no de los casos depende de los resultados que brinde
el laboratorio de microbiologia (MINSAP, 2013).

Las muestras Utiles para este diagnéstico son sangre, suero, médula 6sea, LCR,
liquidos corporales, pus y el material obtenido por aspiracion de érganos afectados. De
acuerdo al tipo de muestra clinica se realizan procedimientos bacteriolégicos,
serolégicos y moleculares. Al suero se le aplican técnicas serolégicas y moleculares,
mientras que las restantes muestras se utilizan en el diagndstico bacteriolégico y
molecular. Para la seleccion del tipo de muestra y el momento de su obtencion es
preciso tener en cuenta la fecha de inicio de los sintomas y el cuadro clinico que

presente el paciente (Murray, 2013).

1.7.2.1. Aislamiento, cultivo e identificacion

El aislamiento y cultivo de las brucelas es la prueba de oro para el diagnéstico de la
brucelosis humana (Gupte y Kaur, 2015). El cultivo es un método muy especifico, pero
su sensibilidad varia entre un 15y un 70% en los casos agudos y resulta inferior en los
pacientes con infeccion cronica (Ghezelsofla et al.,, 2015). Entre los factores que
conspiran contra el éxito del aislamiento se encuentran el uso de antibiéticos antes de
la toma de muestra, el niumero insuficiente de microorganismos en las muestras
clinicas, y la eleccion del método para realizar el cultivo (Araj, 2010; Al Dahouk y
NoOckler, 2011; Alikhani et al., 2013).



El método ideal para el aislamiento de las brucelas es el hemocultivo. Se recomienda la
obtencién de tres muestras de sangre en un periodo de 24 horas, antes de iniciar
tratamiento antimicrobiano y cercanas el pico febril (Rodriguez y Solera, 2014). No
obstante, es importante sefialar que, debido a que la bacteriemia por Brucella spp. no
siempre se acompafa de fiebre o escalofrios, aunque estén ausentes estos sintomas,
siempre que se sospeche la enfermedad es recomendable realizar este proceder
(Castario, 2010).

El cultivo se realiza en medios bifasicos como el de Ruiz-Castafieda, o en medios
sélidos como Agar Sangre, Agar Chocolate, Agar Brucella, Agar Soya Tripticasa y Agar
Suero Dextrosa. Siempre que se sospeche la presencia de B. ovis o B. canis hay que
afiadir a la base del medio de cultivo de un 2-5% suero bovino o equino como
suplemento, porque estas especies tienen requerimientos nutricionales estrictos
(Lucero et al., 2008).

Los cultivos se incuban de 35 a 37°C, en atmadsfera que contenga entre un 5-10% de
CO; (Geresu y Kasa, 2016). El tiempo de incubacion fluctia entre una y tres semanas,
y en ocasiones hasta 35 dias (Al Dahouk y Nockler, 2011; Al Dahouk et al., 2013). En
los sistemas automatizados como BACTEC y BacTAlert, el crecimiento bacteriano
ocurre en un promedio de siete dias, pero esta tecnologia no esta disponible en la
mayoria de los paises donde prevalece esta enfermedad (Araj, 2010; Alikhani et al.,
2013).

El crecimiento de las brucelas se visualiza como colonias pequefias (0,5-1 mm de
diametro) traslucidas, convexas, de bordes regulares, color ambar, brillantes, no
hemoliticas en Agar Sangre, y de crecimiento pobre en Agar McConkey, sin fermentar
la lactosa (Al Dahouk y Nockler, 2011). Su identificacion en especies mediante métodos
convencionales incluye el crecimiento en presencia de CO,, la produccién de ureasa, de

acido sulfhidrico y la sensibilidad a colorantes como la fucsina y la tionina.



Ademas, se puede realizar la serotipificacion con los sueros monoespecificos A, My R,
para diferenciar entre las especies B. abortus, B. melitensis, B. suis y B. canis. De igual
manera, algunos laboratorios utilizan el fagotipaje, método sustentado en la capacidad
que presenta Brucella para absorber bacteriéfagos, segun sea la especie y fase colonial
(lisa 0 rugosa) en que se encuentre (Al Dahouk, 2003; Al Dahouk y Néckler, 2011).

Dado que el aislamiento y cultivo de Brucella, es un proceder altamente riesgoso para
el personal de laboratorio que lo realiza (Mohamed et al., 2015; Ghezelsofla et al.,
2015;), la OMS sugiere que las muestras de pacientes con sospecha de brucelosis se
trabajen en cabinas con nivel de bioseguridad Il y que la manipulacién de los cultivos y
cepas se realice en gabinetes con nivel de bioseguridad 11l (Lowe et al., 2015).

1.7.2.2. Diagnéstico molecular

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés Polymerase
Chain Reaction) permite obtener “in vitro” millones de copias de un fragmento de acido
desoxirribonucleico (ADN) a partir de una sola molécula. Esta técnica se basa en la
sintesis de dos nuevas hebras de ADN a partir de otra que funciona como molde
(Serrato et al., 2014).

Numerosos estudios han demostrado que la PCR es una herramienta muy util para el
diagndstico oportuno de la brucelosis aguda, para la deteccion precoz de recidivas y
para el seguimiento de los pacientes luego de que culminan el tratamiento (Mitka et al.,
2007; Al Ajlan et al.,, 2011). Esta técnica permite la deteccién sensible, especifica,
rapida y precisa de ADN de Brucella spp. pero es por lo general costosa y su principal
desventaja radica en que no puede diferenciar entre el ADN de un microorganismo Vvivo
o muerto. (Al Dahouk, 2013; Rodriguez y Solera, 2014).



La PCR simple o convencional presenta con frecuencia variaciones en su sensibilidad y
especificidad, lo cual depende principalmente de los cebadores que se utilicen (Wang et
al.,, 2014). Entre los cebadores disefiados para amplificar secuencias dianas del
genoma de Brucella se encuentran los que codifican para el ARNr 16S (F4R2) (Romero
et al., 1995; Nimri, 2003), para la proteina de membrana externa omp2 (JP4/JPR) (Leal-
Klevezas et al., 1995), y para una proteina inmunogénica de membrana externa de 31
kDa de B. abortus que esra presente en todas las especies de Brucella (BCSP 31)
(B4Bs) (Matar et al., 1996; Queipo-Ortufio et al., 1997), entre otros. Los cebadores que
tienen como blanco molecular el gen bcsp 31 son los que con mayor frecuencia se
utilizan en las PCR implementadas para el diagndéstico de brucelosis. (Baily et al., 1992;
Wang et al., 2014; Zahidi et al., 2015).

La PCR en tiempo real también se ha aplicado a la deteccion de ADN de brucelas. Esta
técnica combina la amplificacion y la deteccibn de ADN en un mismo paso, al
correlacionar el producto de la PCR de cada uno de los ciclos con una sefial de
intensidad de fluorescencia (Serrato et al., 2014). Posee caracteristicas importantes
como son su alta especificidad, su amplio rango de deteccion, la rapidez en la
visualizacion del producto y su reproducibilidad (Geresu y Kasa, 2016). Ademas, no es
necesario realizar electroforesis posteriores a la amplificacion, lo que elimina el riesgo
asociado a la manipulacion del bromuro de etidio, asi como posibles contaminaciones

entre los productos amplificados (Castafio, 2010; Geresu y Kasa, 2016).

Otras variantes de PCR se emplean como herramientas moleculares en la tipificacion
de Brucella spp. sobre todo en estudios de brotes y de taxonomia y evolucion de este
germen (Wang et al.,, 2014). Entre ellas destaca la PCR-REP (del inglés Repetitive
Extragenic Palindromic) (Tcherneva et al, 1996), la PCR- RFLP (del inglés Restriction
Fragment Length Polymorphisms) (Al Dahouk et al, 2005), la tipificacién de secuencias
multilocus (MLST) y el analisis de secuencias multilocus (MLSA) (Scholz y Vergnaud,
2013).



1.7.2.3. Diagndstico seroldgico

Los métodos seroldgicos son técnicas que consumen poco tiempo y que se reproducen
con facilidad, por lo que son ampliamente utilizados en el diagndstico de brucelosis
humana (Pappas et al., 2005). Para detectar anticuerpos producidos en respuesta a la
presencia de cepas lisas (B. melitensis, B. abortus, B. suis) se recomiendan utilizar
suspensiones bacterianas de las cepas B. abortus 1119-3 y B. abortus 99S, mientras
gue para detectar la presencia de anticuerpos anti B. canis y B. ovis (especies rugosas),

se necesitan antigenos especificos de especie (Geresu y Kasa, 2016).

Los anticuerpos que se producen durante la primera y segunda semanas de iniciada la
infeccion por Brucella spp. son especificos y aglutinantes fundamentalmente del isotipo
IgM. Estos pueden ser detectados mediante pruebas de aglutinacion (Rodriguez y
Solera, 2014). Si el sistema inmune no logra controlar la infeccién, aparecen, mas tarde,
anticuerpos 1gG e IgA con poca o0 nula capacidad aglutinante (incompletos o
bloqueantes), que alcanzan concentraciones elevadas en las infecciones crénicas
(Mantur et al., 2007; Rodriguez y Solera, 2014). A continuacion, se describen algunas

de las técnicas serologicas utilizadas para la deteccion de los mismos.

Rosa de Bengala es una prueba de aglutinacién que detecta anticuerpos aglutinantes
dirigidos contra el lipopolisacéarido de las brucelas. Esta técnica utiliza como antigeno
una suspension bacteriana que estd mezclada con el colorante Rosa de Bengala
(Geresu y Kasa, 2016). Es una prueba rapida de aglutinacién, poco costosa e ideal para
la pesquisa, pero todo resultado positivo que se obtenga con ella debe ser confirmado
con el cultivo o, en su defecto, por otras pruebas serolégicas complementarias. Sus
falsos negativos se limitan a enfermos con procesos de pocos dias de evolucién y a
algunos casos de enfermedad de curso muy prolongado. (Kaltungo et al., 2013;

Rodriguez y Solera, 2014).



La seroaglutinacion en tubos (seroaglutinacion lenta en tubos o reaccién de Wright) es
la prueba mas utilizada. Esta técnica es sencilla, sensible, especifica y detecta
anticuerpos antibrucelas que se producen contra el lipopolisacarido de la bacteria. La
prueba se realiza enfrentando diluciones crecientes del suero problema a una cantidad
constante de una suspension de brucelas formolizadas a una concentraciéon
preestablecida y estandarizada (Pabuccuoglu et al., 2011; Rodriguez y Solera, 2014).
Como la actividad aglutinante de un suero esta ligada a inmunoglobulinas de las clases
IgM, 1gG e IgA, pero especialmente a la IgM, este test puede resultar negativo en

pacientes con varios meses de evolucion (Nouri et al., 2014).

Por su parte la prueba 2-mercaptoetanol es una variante de la Seroaglutinacion en
tubos en la que el suero se trata con este reactivo. Este compuesto es capaz de destruir
las moléculas de IgM, por lo que permite cuantificar hasta que dilucién del suero del
paciente existen anticuerpos IgG. Debido a la elevada toxicidad de esta sustancia, en la
actualidad esta prueba se encuentra en desuso (Nouri et al.,, 2014, Geresu y Kasa,
2016).

La Prueba de Coombs es la prueba de eleccion para el diagnéstico de la brucelosis
cronica y se utiliza para demostrar la presencia de anticuerpos aglutinantes y no
aglutinantes, fundamentalmente IgG, en el suero del paciente. En esta reaccion, el
suero de Coombs (inmunoglobulina humana) facilita la aglutinacién de los anticuerpos
no aglutinantes del suero problema, que han sido fijados a una suspensién antigénica
de B. abortus. Es por ello que el titulo obtenido es, como minimo, el de la aglutinacién,
resultando generalmente mucho mas elevado, en proporcion al tiempo de evolucién del

paciente (Gupte y Kaur, 2015).

En el mercado internacional existe un estuche comercial denominado Brucellacapt,
comercializado por la firma espafiola VIRCELL (www.vircell.com). Esta es una técnica
de inmunocaptura - aglutinacion, con el mismo principio de la prueba de Coombs.
Emplea anticuerpos IgG e IgA antihumanos y en un solo paso permite detectar
anticuerpos aglutinantes y no aglutinantes presentes en el suero del paciente, luego de

24 horas de incubaciéon (Rodriguez y Solera, 2014).



Por su parte, los ensayos inmunoenziméticos (ELISA) pueden detectar IgM, 1gG e IgA
de forma répida y con una alta sensibilidad y especificidad. Son la prueba de eleccion
especialmente cuando existe una alta sospecha clinica y otras técnicas resultan
negativas. (Borsa et al., 2016). En la mayoria de ellos el antigeno ligado a la fase sélida
es el lipopolisacarido de la pared bacteriana (Brucella abortus 99) mas o menos
purificado, pero algunos utilizan al microorganismo entero o proteinas especificas de
membrana (Nouri et al., 2014). A pesar de que permiten conocer con una mayor
precision el perfil de las inmunoglobulinas en el curso de la enfermedad, e inferir si el
paciente estd cursando por la fase aguda o crénica de la enfermedad, esta técnica
tampoco ofrece la posibilidad de establecer un criterio para discernir entre curacion y
evolucién a cronicidad (Ozdemir et al., 2011).

1.8. Economia en salud

La economia de la salud es la rama de la economia que se centra en el estudio de
como se utilizan los recursos para satisfacer las necesidades de salud, ya sea en el
contexto de un individuo o en el de un grupo de poblacién (Rodriguez y Vidal, 2007,
Ramiro y Guevara; 2013). La evaluaciéon econdmica forma parte de ella porque es es el
proceder que conjuga los resultados o beneficios que se pudieran obtener o se han
obtenido en cualquier rama de la economia, teniendo en cuenta mas de una alternativa
y sus costos (Valenzuela et al., 2013). El principal proposito de una evaluacion
econdémica es promover el uso mas eficiente de los recursos en un ambiente de
escasez (Zarate, 2010). En el sector de la salud su aplicacion da la posibilidad de ir
desde la evaluacién de los costos de los servicios y las tecnologias hasta la evaluacién

de la eficiencia de las mismas. (Varian HR, 2004).

Las evaluaciones econOmicas se clasifican, segin su alcance, en completas o
parciales. Se consideran evaluaciones econdémicas completas aquellas que toman en
consideracion, tanto los costos como las consecuencias (resultados) de diferentes
opciones comparadas, por lo que permiten determinar la eficiencia econémica de las

acciones sanitarias o programas.



Siendo asi se describen cuatro tipos principales: andlisis de costo-minimizacion, analisis
costo-efectividad, andlisis costo-utilidad y analisis costo-beneficio (Valenzuela et al.,
2013). Estos analisis se diferencian entre si en que, a pesar de emplear una
metodologia similar en la estimacién de costos, el método que utilizan para estimar los
beneficios es diferente para cada uno de ellos (Zarate, 2010). Por otra parte, las
evaluaciones econdmicas parciales son aquellas en las que se evalla un aspecto de la
evaluacion econdmica, los costos o los resultados, pero sin compararlos con otras
alternativas (Valenzuela et al., 2013). Estas evaluaciones involucran los estudios de:
descripcion de costos, descripcidn de costo-consecuencia y analisis de costos (Zarate,
2010).

1.8.1. Perspectiva y horizonte analitico

Al realizar una evaluacion econémica debe considerarse el punto de vista 0 perspectiva
desde la cual se va a realizar, dado que ello conduce a cambios en los costos y en las
consecuencias o beneficios a incluir en el analisis (Ramiro y Guevara; 2013). Esto se
refiere al punto de vista que se adopte para responder a la pregunta de eleccion entre

las opciones en competencia.

Hay dos perspectivas bien definidas: la social, donde son relevantes todos los costos y
beneficios (dafios) no importa quien pague y quien reciba los beneficios; y la de grupos
especificos en la sociedad, perspectiva del proveedor de los servicios, donde los costos
de los pacientes no son evaluados, solo son relevantes los costos que recaen sobre la
entidad estatal de salud (Fox-Rushby, 2006; Ramiro y Guevara; 2013).

Por otra parte, el horizonte analitico es el intervalo de tiempo durante el cual se
observan costos y beneficios. Este debe ser seleccionado de tal forma que incluya

todos los costos y beneficios relevantes en que se incurra (Baly, 2010).



1.8.2. Los costos

El costo es la expresion financiera del consumo de los recursos para producir un bien o
un servicio (Flessa S, 2009). Los costos expresan este consumo en unidades
monetarias, tales como pesos cubanos (CUP), pesos cubanos convertibles (CUC),
dolares estadounidenses (USD), euros (EUR), etc. Este consumo representa un
sacrificio de recursos que no podran ser utilizados para producir otro bien o servicio.
(Flessa S, 2009).

En el contexto de los servicios de salud, los costos se clasifican como sigue.
Atendiendo a su finalidad el costo puede ser real, cuando refleja los recursos gastados
para efectuar una determinada actividad; o de mercado, si representa el precio en que
se compra y se vende un producto o servicio. Tomando en consideracion la
identificacion del servicio se clasifican como directos o indirectos. Los costos directos
son los que se asocian al servicio que se esta ejecutando, es por ello que se consideran
como tales aquellos gastos originados por el pago de la fuerza de trabajo de quien
ejecuta directamente las acciones, los consumos de los materiales utilizados, los
servicios y otras obligaciones que puedan asociarse de forma directa a la actividad que
se ejecuta. Por su parte, los indirectos constituyen gastos o partes de gastos que no
pueden asociarse de manera directa a la ejecucion de las actividades y por regla
general, se originan en otras areas organizativas que apoyan las acciones de los que lo
reciben, se consideran como tal los derivados del agua, teléfono, electricidad, entre

otros (Valenzuela et al., 2013).

Segun la duracion los costos se clasifican como costos de capital, cuando se refiere a
recursos de larga duracién conocidos también como activos fijos (edificios, muebles,
equipos, computadoras, vehiculos), y como costos de operacion o recurrentes los que
se consumen o gastan durante la produccion de un bien o servicio y se adquieren regul

armente (salarios, medicamentos, combustible, electricidad, alimentos, papeleria).



Atendiendo a su comportamiento los costos pueden ser fijos, cuando no varian aunque
el nivel de actividad cambie (como ocurre con el sueldo de los profesionales); variables,
cuando varian con el nivel de actividad porque se relacionan directamente con la
cantidad de bienes y servicios producidos; fijos de amortizacion, los que se refieren a
los costos de depreciacion de los bienes; totales, cuando incluyen los costos fijos y
variables relacionados con la produccion de un bien o servicio; promedio o unitario, que
es aquel que se refiere al valor medio de producir un bien o servicio y resulta de dividir
el costo total entre el nimero total de productos o acciones; y marginal, que es el costo
de producir una unidad de actividad o servicio adicional. Por ultimo, teniendo en cuenta
el tipo de sacrificio incurrido el costo se clasifica como de oportunidad que es aquel en
que se incurre por tomar una decision en lugar de otra (Valenzuela et al., 2013).

La aproximacién a la estimacion de todos estos costos puede ser hecha por
microcosteo 0 macrocosteo (Gold 1996). El microcosteo también llamado costeo por
ingredientes o de abajo hacia arriba, identifica los elementos del costo a través de la
descripcion del proceso productivo. Estos elementos del costo, se miden utilizando
diferentes técnicas de recoleccion de datos como la revision documental (ejemplo:
registros de contabilidad), entrevistas, encuestas u observacion directa. Después se
van agregando por actividad o actor o nivel o alguna combinacion de estos, hasta
conformar los llamados costos totales por actividad, actor, nivel o alguna combinacion
de ellos. El macrocosteo, costeo bruto o de arriba hacia abajo, estima los costos a partir

de unidades agregadas de costo conocidas (Haddix et al., 2003).
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Il. MATERIALES Y METODOS
2.1Disefio de la investigacién y sitio de estudio

Se realiz6 un estudio de corte transversal para validar y estimar los costos econémicos
parciales de la microtécnica del FAB, que se utiliza para la deteccion de anticuerpos
contra Brucella spp. La investigacion se efectio en el Laboratorio Nacional de

Referencia de Espiroquetas y Brucelas (LNREB) del IPK, entre enero y junio de 2017.
2.2 Universo de estudio

El universo de estudio quedo constituido por todos los sueros que se recibieron en el
LNREB para diagnostico y referencia de brucelosis humana entre enero y junio de
2017. También incluyé aquellos pertenecientes a las serotecas de los laboratorios del
Centro de Diagnostico, Referencia e Investigacion del IPK que trabajan los siguientes
microorganismos: Toxoplasma gondii, Leptospira spp., Brucella spp., Virus de la
Hepatitis B y C, Citomegalovirus y Virus Epstein Barr.

2.3 Muestras de trabajo

Las muestras de los grupos |, Il y Il se utilizaron para desarrollar el objetivo 1, el cual se
cumplimenté entre enero y febrero de 2017. Los grupos de muestras quedaron

constituidos como sigue:

G |: Siete sueros controles de la seroteca del LNREB del IPK, que contenian o no
anticuerpos contra Brucella spp. Los titulos de anticuerpos fueron determinados por la
técnica semicuantitativa en tubo del FAB. Dentro de ellos cinco sueros seropositivos
con titulos de 20, 40 (reactivo), 80 (sospechoso), 160 y 320 (positivo). Ademas, se
incluyeron dos sueros negativos por FAB.

G II: 50 sueros que procedian de la seroteca del LNREB positivos a brucelosis humana

por las técnicas serologicas de FAB comercial, ELISA-IgM y ELISA- 1gG.



G Ill: 100 sueros de pacientes negativos a brucelosis humana por las técnicas FAB
comercial, ELISA-IgM y ELISA-IgG. De los mismos, 50 sueros pertenecian a pacientes
“supuestamente sanos” donantes de sangre, proporcionados por el Banco Provincial de
la Habana. Los restante otros 50 sueros procedian de individuos con patologias
infecciosas cuyos agentes etiologicos pueden cruzar antigénicamente con Brucella
spp., siendo la distribucién la siguiente: Leptospira spp. (10), Toxoplasma gondii (10),
Virus de Hepatitis B (10) y C (7), Citomegalovirus (10) y Virus Epstein Barr (3). El
diagndéstico microbioldgico de estos agentes etioldgicos se confirmo en los respectivos
laboratorios de referencia del IPK, usando los algoritmos establecidos para cada uno de
ellos.

Para dar salida al objetivo 2, se establecié el Grupo IV, que incluyé 486 sueros de
pacientes con sospecha de brucelosis humana, y que se recibieron en el laboratorio,
para diagnéstico y referencia, entre marzo y junio de 2017.

Para responder al objetivo 3 se analizaron, en particular, las 182 muestras (sueros) que
se recibieron en el laboratorio, para diagnostico y referencia, durante los meses de
marzo y abril de 2017.

2.4 Técnicas y procedimientos

La recoleccién, procesamiento, conservacion de las muestras y confirmacion de los
casos, se realizO segun lo establecido en los Procedimientos y Normativas
Operacionales (PNO) del LNREB del IPK, cumplimentando las Buenas Practicas de
Laboratorio. Todos los sueros se conservaron a -20° C hasta su uso.

2.4.1 Técnicas seroldgicas

En el presente estudio se emplearon técnicas seroldgicas con la finalidad de detectar la
presencia de anticuerpos anti-brucelas. La técnica comercial del FAB y los sistemas
ELISA-IgM y ELISA-IgG para Brucella, aparecen descritas en los anexos 1, 2 y 3,
respectivamente. Los sistemas ELISA fueron considerados como método de referencia.

En cada caso se procedio segun las indicaciones del fabricante.



2.4.1.1 Normalizacién de la microtécnica del FAB utilizando sueros controles

Para la normalizacion de la microtécnica en placa del FAB se realizaron modificaciones
a la metodologia descrita para la prueba semicuantitativa del FAB de la firma comercial
Diesse, con referencia 21212/CUB.

Se disminuyeron en su décima parte los volumenes de solucion salina (SS), del suero y
de la suspension bacteriana propuestos. Se emplearon placas de 96 pocillos de
poliestireno de fondo U. Los materiales utilizados fueron puntas (de 5 a 200 pl), pipeta
semiautomética (2 a 20 pl) y pipeta semiautomética multicanal (5 a 200 pl). Los ensayos
se realizaron con los sueros controles de los grupos referidos en el acapite 2.3.

Al utilizar la décima parte de los voliumenes descritos en el protocolo convencional del
FAB, se afadieron 190 pl de SS en el primer pocillo y 100 ul en los restantes siete
pocillos. Luego se colocaron 10 pl de suero del paciente en el primer pocillo y tomando
100 pl, se realizaron diluciones seriadas y al doble, de modo que el suero del paciente
quedara diluido desde 1:20 hasta 1:2560.

Finalmente se adicionaron 5 pl de la suspension bacteriana, se cubrieron las placas con
nylon y se colocaron en incubacion con atmoésfera humeda, a 37°C de 18 a 24 horas.
Posteriormente se realiz6 la lectura visual, esperando encontrar formacion de la malla
de aglutinaciéon segun las diluciones que tenian los sueros positivos, y el punto de

sedimentacién o boton en los sueros negativos.

Para demostrar la exactitud de la microtécnica de FAB, se esper6 encontrar un 100%
de concordancia entre el resultado de las mediciones que se realizaron y el de los
sueros positivos y negativos utilizados como controles. Para establecer la precision intra
e inter-ensayo se trabajé cada una de las muestras por triplicado, bajo las mismas
condiciones y en dias alternos. Se espero obtener los mismos resultados en el 100% de
las repeticiones, garantizando la repetitividad de la técnica. No se midi6 la

reproducibilidad.



2.4.1.2 Evaluacién de la microtécnica del FAB

Para calcular los parametros de sensibilidad y especificidad diagnésticas de la
microtécnica del FAB, se utilizaron las muestras de sueros de los grupos Il y Ill. Se

tomaron como pruebas de referencia los sistemas ELISA-IgM y ELISA-IgG.
2.4.1.3 Aplicacion de la microtécnica del FAB

La microtécnica en placa del FAB se aplicé a todos los sueros del grupo IV que
resultaron reactivos a la prueba cualitativa del FAB. Al unisono, los sueros del referido
grupo se estudiaron con el FAB de la firma comercial Diesse. Se compararon los
resultados obtenidos por ambas técnicas. Debido a las posibles diferencias entre la
microtécnica y el FAB comercial en cuanto a soporte y volimenes, se admitieron
variaciones en = 1 dilucion entre los resultados de ambas. La interpretacion de los
resultados de las dos pruebas se realiz6 como sigue: titulos de 20 y 40 fueron
considerados como reactivos, titulos de 80 como sospechosos, y titulos iguales o
superiores de 160 como positivos. Segun establece el PNO del LNREB, a todos los
sueros reactivos en tarjeta (prueba cualitativa) se le realiz6 la confirmacion del

diagnéstico por los sistemas ELISAs IgM —IgG Brucella.
2.4.2 Costos: recoleccion y clasificacion

El andlisis de costos se realizd6 desde la perspectiva del LNREB. Se estimaron los
costos de las tres actividades para completar el diagnéstico: recepcién de las muestras,
ejecucion de la prueba cualitativa FAB vy la realizacion de la microtécnica del FAB.

Los datos de la utilizacién de los recursos para realizar el célculo de los costos directos
de las actividades antes mencionadas, se recolectaron por microcosteo, a través de la
técnica de informantes claves para describir la ficha del proceso (Anexo 4). Esta ultima
se utiliz6 como base para la medicién de la frecuencia de utilizacion de cada tipo de
insumo o recurso segun la actividad realizada, a través de la revisibn documental de
registros contables y/o estadisticos, observacion directa y encuestas auto

administradas.



La informacion sobre la recepcion de la muestra en el IPK y el traslado al LNREB se
recogid en una encuesta descriptiva compuesta por 22 preguntas abiertas (Anexos 5).
La descripcion del FAB cualitativo, semicuantitativo en tubo y de la microtécnica se
obtuvo a partir de una encuesta descriptiva con 65 preguntas, de las cuales 63 fueron

abiertas y dos cerradas y dicotomicas (Roldan y Fachelli, 2015) (Anexos 6).

Por otra parte, los costos indirectos se tomaron como el 49% de los costos directos, a
partir de la informacion del Departamento de Contabilidad del IPK. Los costos, en
general, se clasificaron de acuerdo a lo que plantean Johns y cols. (2003). La
clasificacion inicial se hizo por actividad y luego por naturaleza del costo, quedando
divididos en costos recurrentes y de capital. Los recurrentes incluyeron los salarios, los
materiales, los reactivos y el material de oficina. Los de capital se circunscribieron a la

amortizacion de los equipos de laboratorio y muebles.
2.5 Andlisis de los datos

La informacién de esta investigacion se introdujo en Bases de Datos disefiadas al
efecto empleando el programa Excel (Microsoft Office), y para su analisis se utilizaron el
paquete estadistico EPIDAT 3.1. y el ADD-IN de EXCEL@RIisk. Se calcularon los
porcentajes de la sensibilidad y la especificidad diagnédsticas, asi como el indice de
concordancia o validez entre la metodologia propuesta y la convencional, estimandose

un intervalo de confianza (IC) del 95% y un valor de p < 0,05.

Como consecuencia del corto periodo de estudio para este objetivo (dos meses) y de
que el niumero de mediciones que se realiz6 fue estadisticamente insuficiente, se previé
(o un verbo similar) la posibilidad de obtener una alta incertidumbre para la media de los
costos en cada diagnostico por la microtécnica del FAB, lo cual arrojaria resultados
desviados de la realidad. Por tal motivo, se aplicé una simulacion Monte Carlo,
consistente en asignarle distribuciones de probabilidad a las variables “inputs” sobre las
cuales se tenia incertidumbre (ejm: tiempo que el técnico utiliza para realizar una

determinacion).



Posteriormente se muestred un numero repetido de veces (500 veces en nuestro caso),
para obtener asi 500 valores distintos de la variable “input”, con lo cual se calcularon la
media muestral y la desviacion estandar. La media de las variables “input’” fue
multiplicada por su precio correspondiente (precios constantes del 2017) y asi se
calculo el costo medio por cada muestra en la realizacion de la variante de la prueba
semicuantitativa del FAB, en el LNREB. Simultdneamente, este céalculo fue introducido
en la expresién analitica de las variables “output® [ejm: costo total de una
determinacién, que es la suma del tiempo promedio para realizar una determinacion
(variable “input”) mas los costos de materiales y los costos de capital], para calcular su
media y distribucion de frecuencias. Las distribuciones de las variables “inputs” fueron
asignadas utilizando la prueba de Kolmogorov-Smirnov (Siegel, 1970), con la que se
puede determinar si la distribucion tedrica que se le asigna a los datos proviene de la

misma distribucién de los datos empiricos.

Por ultimo, se hallé el costo medio total de la microtécnica semicuantitativa del FAB y
de la prueba semicuantitativa del FAB comercial, para comparar los resultados de
ambas. Se consider6 un intervalo de confianza del 95% del costo total medio

mencionado y se representd graficamente a través de un histograma de frecuencias.

La depreciacion de los medios de capital se hizo por el método de anualizacion a una
tasa de interés del 3%, valor de restitucién segun precios de mercado del 2017, tiempo
promedio de vida Gtil segin medio de capital y un valor de desecho del 20%. Todos los
costos fueron expresados en CUP utilizando la tasa oficial de cambio de 1USD=24
CUP, para aquellos productos que son importados. Las correspondientes tablas de
datos fueron elaboradas en EXCEL 6.0 y analizadas con un add-in de EXCEL @Risk
5.0 profesional.

2.6 Consideraciones éticas

La informacién obtenida en esta investigacion fue tratada con caracter confidencial, y
solo se utilizé con fines cientificos por los investigadores, cuidando no revelar la
identidad de los pacientes al presentar los resultados. Los resultados obtenidos en el
laboratorio se enviaron por escrito exclusivamente a los médicos de asistencia que

indicaron las pruebas.



Toda la informacion relacionada con el presente estudio se encuentra en formato
electronico, conservada y protegida en el LNREB-IPK. Se realizaron copias (salvas) de
la misma, y estara disponible para consulta de los especialistas que participaron en el
estudio. Las buenas practicas de laboratorio se cumplieron estrictamente, junto a las
medidas de bioseguridad establecidas para el trabajo y manipulacibn de muestras
biolégicas segun los niveles de riesgo establecidos por la Comisién Nacional de
Seguridad Biologica en la Resolucién 38/2006 (CITMA, 2006).

En esta investigacion se contdé con cartas avales de la responsable del Laboratorio
Nacional de Espiroquetas y Brucelas (LNEB) del Departamento de Bacteriologia-
Micologia; de los Jefes de Departamento de Virologia y Parasitologia, del Centro de
Investigacion, Diagnostico y Referencia del IPK; y del Jefe de Laboratorio SUMA del
Banco de Sangre Provincial de La Habana (Anexos 7, 8, 9 y 10), donde se autorizé el

uso de los sueros que conforman el grupo Il de las muestras de trabajo.



1. RESULTADOS Y DISCUSION



IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Validacion de la microtécnica del FAB para la deteccion de anticuerpos contra

antigenos de Brucella.

El término validacion se refiere a la evaluacién de una prueba diagnostica con el fin de
determinar su idoneidad para una utilizacion concreta (OIE, 2006). Este proceder se
debe realizar siempre que se ponga en marcha una técnica analitica, nueva o
modificada, y su objetivo es garantizar que el resultado de las pruebas refleje el estado
real de las muestras (OIE, 2006; Camaro et al.; 2015). Entre las caracteristicas que
deben evaluarse para lograr este propdsito se incluyen la precision, la exactitud, la

sensibilidad, la especificidad y el valor predictivo (Camaré et al.; 2015).

Es importante destacar que la prueba cualitativa (de pesquisa) y la semicuantitativa del
Febrille Antigen Brucella son equivalentes a técnicas como la prueba de Rosa de
Bengala y la aglutinacion lenta en tubo, también conocida como aglutinacién de Wright,
0 SAT, respectivamente (www.diesse.com). Esto se debe a que la base de la

preparacion del antigeno de estas pruebas de aglutinacién es la cepa 1119-3 o la 99S
de Brucella abortus, por lo que reconocen los mismos anticuerpos (Geresu y Kasa,
2016). Tomando en consideracién estos aspectos los resultados obtenidos en esta
investigaciébn se compararon, segun correspondid, con los de otros trabajos donde se

aplican las técnicas mencionadas.
3.1.1 Normalizacion de la microtécnica del FAB

Para la aplicacion de la microtécnica del FAB propuesta en esta investigacion se
normalizaron las cantidades de reactivos, soluciones, suero del paciente y el protocolo
(marcha técnica) a utilizar en la realizacion de la misma. Esta técnica permite la
deteccion de anticuerpos anti-brucelas que pueden estar presentes en el suero de

individuos con brucelosis humana (www.diesse.com).
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La exactitud es la cercania de un valor obtenido en una prueba al valor esperado
(verdadero) de un reactivo de referencia estdndar cuya concentracion o titulo se
conocen, mientras que la precision es el grado de dispersion entre una serie de
mediciones de la misma muestra analizada bajo las mismas condiciones (OIE, 2012).
La evaluacion de la precision puede realizarse, siempre utilizando la misma muestra
replicada, en diferentes contextos o variantes como pueden ser: en una placa o placas
en una misma ejecucion de la prueba; entre ejecuciones de la prueba en distintos
momentos del mismo dia o en distintos dias en condiciones similares; entre ejecuciones

de la prueba en distintos dias con distintos técnicos; y entre laboratorios (OIE, 2012).

La exactitud de la microtécnica del FAB resultd del 100%, al existir total concordancia
con los titulos originales de los sueros controles positivos y negativos (ver figura 1).
Igualmente, al trabajar cada una de las muestras por triplicado en dias alternos, se
obtuvo un resultado similar en todas las repeticiones realizadas, por lo que la precision

fue del 100%. Se demostro asi la repetibilidad del ensayo (ver tabla 1).

- - -

Figura 1. Reacciones seroldgicas observadas en los sueros controles al aplicarles la
microtécnica del FAB.



Tabla 1. Titulos de anticuerpos encontrados mediante la prueba semicuantitativa del

FAB y la microtécnica de FAB, con los sueros controles.

Sueros Titulo por Titulo por microtécnica
controles FAB (placa de poliestireno) Coincidencia
(cbdigo) comercial (%)
(tubo) Ensayo | Ensayo | Ensayo

1 2 3
108 20 20 20 20 100
60 40 40 40 40 100
18 80 80 80 80 100
40 160 160 160 160 100
126 320 320 320 320 100
86 NR NR NR NR 100
87 NR NR NR NR 100

Fuente: Registros del LNREB del IPK
Leyenda: NR: no reactivo; %: porcentaje

Existen factores de laboratorio que pueden influir negativamente en los resultados que
se obtenga en la realizacién de la técnica, lo que conllevaria a que el proceso de
validacion resulte insatisfactorio. Entre ellos se pueden citar al error técnico “per se”, la
mala calibracion del instrumental, la calidad del agua, el pH, la ionicidad de los
tampones y los diluyentes, las variaciones de temperaturas y el tiempo de incubacién
(Jacobson, 1998; Camaro et al., 2015).

3.1.2 Evaluacién de la microtécnica del FAB

Para la evaluacién de la microtécnica del FAB se emplearon como técnicas de
referencia los sistemas ELISA-IgM y ELISA-IgG Brucella, porque se consideran de
elevada sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de brucelosis humana
(www.vircell.com; Bashiri et al., 2013). No se utilizo el cultivo por falta de la
infraestructura necesaria en el LNREB-IPK para el manejo de aislados de este

microorganismo.



Todos los sueros positivos a brucelosis (Grupo 1) disponian de la informacion clinica y
epidemioldgica que hacia sospechar la enfermedad; ademas, mostraron positividad con
la prueba ELISA-IgM y/o ELISA-IgG para Brucella. Por su parte los negativos (Grupol I1)
provenian de individuos sin clinica ni epidemiologia compatible con la brucelosis, y

resultaron de igual manera por las técnicas serologicas antes mencionadas.

De los 50 sueros del Grupo I, 49 resultaron positivos por la microtécnica de FAB. Solo
uno de ellos no present6 anticuerpos contra brucelas en ninguna de las siete diluciones
efectuadas (ver figura 2). Los 100 sueros del grupo lll resultaron negativos por la
microtécnica del FAB (ver figura 3). A partir de los resultados obtenidos se calcularon

los indicadores de desempefio de la microtécnica de FAB, los cuales se muestran en la
tabla 2.

- - ——

Figura 2. Reacciones de aglutinacion de los sueros del grupo Il en placas de 96
pocillos y fondo U. Leyenda: B: blanco (control negativo); Linea 1 — 7: diluciones de los sueros
desde 1: 20 hasta 1: 1280; K*: control positivo.



Figura 3. Reacciones de aglutinacion de los sueros del grupo Il en placas de 96
pocillos y fondo U. Leyenda: B: blanco (control negativo); Linea 1 — 7: diluciones de los
sueros desde 1: 20 hasta 1: 1280; K*: control positivo.

Tabla 2. Indicadores de desempefio de la microtécnica del FAB utilizando los
resultados obtenidos en los sueros de los grupos Il y .

Parametros Valor (%) IC (95%)
Sensibilidad 98,00 93,12-100,00
Especificidad 100,00 99,50-100,00
indice de validez 99,33 97,70-100,00
Valor predictivo positivo 100,00 98,98-100,00
Valor predictivo negativo 99,01 96,58-100,00

indice de Youden 0,98 0,94-1,02

Técnica de referencia: ELISA IgM/ ELISA IgG Brucella
Leyenda: +: positivo, -: negativo, RV: razén de verosimilitud; IC: intervalo de confianza del 95% para una
p=<0,05; %: porcentaje.

La sensibilidad diagnostica es la proporciéon de muestras de individuos infectados que
resultan positivas cuando se les aplica la prueba diagndstica en evaluacion
(microctécnica del FAB) (OIE, 2012). Es decir, mide el porcentaje de individuos
enfermos correctamente diagnosticados (Camardé et al., 2015). La sensibilidad
diagnéstica de la microtécnica del FAB, resulté ser de 98,0% (49/50), lo que corrobora
la capacidad de este sistema para detectar anticuerpos contra brucelas en muestras de

Suero.



Con el objetivo de conocer el valor diagnéstico de la seroaglutinacion lenta en tubos,
Memish y cols. en el afio 2002 aplican esta técnica a 68 sueros de pacientes con
cultivos positivos a Brucella spp. y con clinica sugestiva de la enfermedad, los cuales se
recibieron en el curso de un afio en un hospital de Arabia Saudita. Como resultado del
estudio, se reportd una sensibilidad para el SAT de 95,6% (65/68) (Memish et al.,
2002). De igual modo, Kuila y cols. estudian las muestras provenientes de 2 088
pacientes que acudieron a un hospital de la India, refiriendo presentar fiebre de mas de
tres semanas de evolucion, entre enero de 2013 y septiembre de 2015. Estos
investigadores publican en 2017, que al aplicar la seroaglutinacion lenta en tubo a las
88 muestras que resultaron positivas a Brucella spp. por PCR, obtienen una
sensibilidad de 95,45% (84/88) (Kuila et al., 2017). Consideramos que las similitudes
entre estos resultados y el que se obtuvo en la presente investigacion se deben a que,
en todos los casos, las muestras que se seleccionaron para evaluar la sensibilidad
provenian de pacientes con sospecha clinica de brucelosis humana, lo cual respalda la
veracidad de los resultados obtenidos (CECMED, 2007).

El valor de la sensibilidad diagnéstica de la microtécnica de FAB (98%) resulté superior
al que alcanzan Ertek y cols. (2006) en Turquia (93,7%) en sueros de 32 pacientes con
clinica sugestiva de la enfermedad y cultivos positivos a Brucella (30/32 positivos).
Entre las posibles causas que justifiquen la obtencion de las dos muestras negativas,
dichos investigadores plantean: la existencia de bajos titulos de aglutinacion que en
ocasiones se constata al inicio de la infeccion por brucelas, la presencia de una
concentracion elevada de anticuerpos en la muestra (efecto de prozona), o por la
presencia en el suero de factor reumatoideo, sustancia que es capaz de bloquear las

reacciones de aglutinacion (Ertek et al., 2006).

El resultado obtenido en el presente estudio, resultdé superior al que publican Bashiri y
cols. (2013) en Irdn (70,3%). Dicha investigacién evalua la seroaglutinaciéon lenta en
tubo, en 64 muestras positivas a brucelosis por ELISA (45/64 positivas), provenientes
de 109 pacientes que acuden a un hospital irani en un periodo de 32 meses, con
sintomas y signos de brucelosis humana de hasta 15 dias de evolucién. Ellos sefalan

gue sus resultados estdn en consonancia con otros reportes que indican que algunos



pacientes con sospecha y manifestaciones clinicas de brucelosis, responden
adecuadamente al tratamiento y su serologia siempre fue negativa. Ademas, se basan
en estudios realizados en un hospital de Teheran, donde el 40% de los pacientes con
cultivos positivos por la prueba del 2- Mercaptoetanol exhiben titulos iguales o inferiores
a 40; y a los informes del Instituto Razi que plantean que en el 17% de los pacientes
con cultivos positivos, el test de Wrigth muestra resultados con titulos inferiores a 80
(Bashiri et al., 2013).

Por otra parte, la sensibilidad de la microtécnica del FAB resulto inferior de la que
describen Park y cols. (2012) en Corea (100%). En el mismo al igual que en nuestro
estudio, se estandarizan una técnica de microaglutinacion a partir de la seroaglutinacion
lenta en tubos, y posteriormente se aplican a 30 sueros de individuos con sospecha de
la enfermedad, que resultaron positivos a los ELISAs (30/30 positivos) (Park et al.,
2012). Las diferencias observadas con relacion al estudio de Park pueden deberse a
que el antigeno usado por ellos no es producido por Diesse, sino por la empresa
Germine (Texas, Estados Unidos). A pesar de que en ambos antigenos el componente
fundamental es la cepa Brucella abortus, difiere su preparacion y esto puede determinar
diferencias en cuanto a la sensibilidad de los resultados que se obtengan (Geresu y
Kasa, 2016).

La especificidad diagndstica se define como la proporcién de muestras de individuos no
infectados o0 enfermos, que resultan negativas cuando se les aplica la prueba
diagnéstica en evaluacion (OIE, 2012). O sea, es el porcentaje de individuos sanos

correctamente diagnosticados (Camaré et al., 2015).

El porcentaje de especificidad diagnoéstica obtenido en esta investigacion (100%)
coincide con los publicados por Memish y cols., en 2002 (70/70) y Ertek y cols., en 2006
(20/20), luego de evaluar los resultados de la seroaglutinacion lenta en tubos, en
muestras de individuos aparentemente sanos (Memish et al., 2002; Ertek et al., 2006).
Sin embargo, otros investigadores reportan resultados inferiores como ocurre con Park
y cols [96,7% (58/60)]., Obregén y cols. [97,5% (78/80)] y Kuila y cols., [84,95 %
(1699/2000)] (Park et al., 2012; Obregon et al., 2015; Kuila et al., 2017).



La disminuciéon de la especificidad diagnéstica puede ocurrir por la existencia de
reacciones de falsos positivos, que tienen como causa la contaminacion de la muestra o
la deteccion de antigenos o productos de otros microorganismos, que no son los
responsables del cuadro infeccioso que se investiga (OIE, 2012). Existen diversas
bacterias gram-negativas que comparten con Brucella epitopes antigénicos situados en
la cadena O de sus respectivos lipopolisacaridos y que, por ello, su presencia puede
dar lugar a reacciones falsas positivas. Entre las mas frecuentes se citan a Yersinia
enterocolitica serotipo O: 9, Salmonella O:30, Vibrio cholerae, Escherichia coli O:157 y

Stenotrophomonas maltophilia (Yohannes et al., 2012; Rodriguez y Solera, 2014).

El valor predictivo positivo es el porcentaje de pacientes enfermos entre todos los que
resultaron positivos, por tanto, indica la probabilidad de que una prueba positiva
diagnostique correctamente a un individuo enfermo. Por su parte, el valor predictivo
negativo se refiere a la frecuencia de pacientes no enfermos entre todos los que
resultaron negativos, por lo que evalla la probabilidad de que una prueba negativa

diagnostique correctamente a un individuo sano (OIE, 2009; Camaro et al., 2015).

En el presente estudio se obtuvo el 100% como el valor predictivo positivo de la
microtécnica del FAB y el valor predictivo negativo del 99,01%. Memish y cols. (2002,
Arabia Saudita) reportan resultados similares al de esta investigacion, con un VPP del
100% y un VPN del 99,7%; mientras que Obregdn y cols. (2015, Cuba) refieren valores
diferentes, con un VPP del 95,24% y un VPN del 100% (Memish et al.,2002; Obregon et
al., 2015). No obstante, en todos los casos ambos parametros superan el 95%, lo que
indica que los resultados obtenidos por las técnicas de aglutinacion son confiables para
clasificar como enfermos o sanos a individuos con sospecha de brucelosis humana.
Aunque es preciso recalcar que para que un resultado positivo 0 negativo permita inferir
con exactitud la condicion de un individuo respecto a la infeccion en estudio, es
necesario conocer la prevalencia de la infeccion en la poblacion de interés (Camaro et
al., 2015).



3.2 Aplicacion de la microtécnica del FAB y el sistema comercial del FAB, en

sueros de casos sospechosos de brucelosis.

De 486 sueros recibidos en el LNRB para diagnostico y referencia de brucelosis humana
en el periodo comprendido entre marzo y junio de 2017, el 62% (282/486) resultd

positivo mediante la prueba cualitativa (en tarjeta) del FAB (Ver figura 4).

204 (38%)

® Reactivo No reactivo n= 486

Figura 4. Resultados mediante la prueba cualitativa del FAB, en los sueros recibidos
en el LNREB entre marzo y junio de 2017.

En la literatura revisada se hace referencia a diferentes estudios que alcanzan
porcentajes de positividad mas bajos al utilizar las técnicas de aglutinacion en tarjeta
para la pesquisa de la brucelosis humana. En la evaluacién del FAB comercial realizada
en Cuba en 2015, Obregdn y cols. sefialan que al someter 466 sueros de pacientes con
sospecha de la enfermedad a la prueba cualitativa en tarjeta 72 resultan reactivos
(15,45%). Estos autores consideran que este resultado responde a la baja incidencia de
la enfermedad que reportaba en el pais en esos momentos. No obstante, plantean que
este fendmeno podia estar condicionado por la falta de diagndéstico confirmatorio en los
humanos (Obregon (B) et al., 2015). En la opinion de la autora de esta investigacion,
nuestro porciento de positividad es mayor porque en los ultimos afios la percepcion de
la enfermedad por parte de los médicos de asistencia se ha elevado, lo cual se traduce
en un mayor niamero de muestras positivas entre las llegadas al laboratorio y en el

aumento discreto de la notificacion de casos a nivel nacional.



De Glanville y cols. (2017) en dos centros asistenciales de Kenya utilizan el estuche
comercial Febrille Antigen Brucella, comercializado por Fortress Diagnostics. Ellos
estudian 825 sueros de pacientes, con sintomas compatibles con brucelosis que
abarcaban hasta 180 dias de la evolucion clinica, en el periodo desde junio hasta
diciembre de 2012. Al encontrar que la reactividad de la prueba en tarjeta es del 19,6%
(162/825), De Glanville y su grupo opinan que sus resultados se deben a que el
antigeno es de baja calidad (de Glanville et al., 2017). Sin embargo, en nuestra opinion
consideramos que la baja reactividad puede atribuirse a la seleccion de los individuos
sintométicos con mas de dos meses de evolucién, donde la produccion de anticuerpos
aglutinantes, que son los que detecta el FAB, es pobre o nula (Rodriguez y Solera,

2014; www.diesse.com). Por otra parte, Kuila y cols. (2017) reportan que, de los 2 088

pacientes con sospecha de brucelosis recibidos durante 32 meses en un hospital de la
India, el 12,59% es reactivo a la técnica Rosa de Bengala (Kuila et al., 2017). Las
diferencias entre los resultados del presente trabajo con los publicados por dichos
investigadores pueden responder a que su muestra es mayor a la que se utiliza en

nuestro estudio.

Siguiendo el procedimiento del PNO del LNREB, a todos los sueros reactivos en tarjeta
se les realiza los sistemas ELISA-IgM y ELISA-IgG para Brucella. El 44% (124/282) de
los sueros reactivos resultaron positivo a un ELISA o a los dos (figura 5). Nuestros
resultados son similares a los que publican Bashiri y cols. en Irdn (2013), al comparar el
valor diagndstico de las pruebas serolégicas tradicionales con el de los ELISAs. De 109
pacientes con sintomas y signos sugestivos de la enfermedad de hasta 15 dias de
evolucion, el 58,7% (64/109) resultan positivos a los ELISAs. De esa forma, demuestran
que la introduccion de estos sistemas seroldgicos para el algoritmo diagndstico de la
brucelosis disminuye la proporcion de resultados falsos negativos de las pruebas de
seroaglutinacion (Bashiri et al., 2013). Hallazgos similares reportan Obregon y cols.
(2015) en Cuba, cuando encuentran que 38 de las 72 muestras reactivas en tarjetas por
FAB resultan positivas a los ELISAs (52,7%) (Obregon (B) et al., 2015).
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Figura 5. Resultado de los sistemas ELISA-IgM e 1gG Brucella, en los sueros reactivos

por la prueba cualitativa del FAB.

La positividad que se encuentra en este trabajo mediante los ELISAs IgM e IgG para
Brucella supera a la que hallan Sathyanarayan y cols. en 2011. Para dicho estudio se
aplican ambos diagnosticadores a las muestras de 42 pacientes que en un periodo de
un aflo acuden a un hospital de la India, y obtienen que el 30,9% (13/42) es positivo a
uno o ambos ELISAs (Sathyanarayan et al., 2011). En la India, Kuila y cols. (2017)
reportan que de las muestras de 2 088 individuos con sospecha de la enfermedad, el
9,5% (198/2088) son positivas mediante los ELISAs (Kuila et al., 2017). La mayor
positividad en nuestro estudio puede deberse a que en este caso los ELISAs se les
realizaron a las muestras reactivas mediante la prueba de pesquisa, mientras que en
las investigaciones mencionadas estas técnicas se aplican a todas las muestras con

sospecha de la enfermedad.



De igual manera, otros investigadores reportan porcentajes mayores de positividad al
utilizar los ELISAs en el diagnéstico de la brucelosis humana. Parky cols. en 2012
(Corea), publican que de los sueros de 30 individuos con sospecha clinica de la
enfermedad, todos resultan positivos a uno o ambos ELISAs (100%). Hajia y cols.
(2013) alcanzan una positividad del 83,6% al aplicar los ELISAs a 267 sueros de
pacientes con sintomas clinicos de brucelosis, que acuden dursnte un afio a un hospital
del noroeste de Iran (Hajia et al., 2013). Este es un hallazgo esperado que se puede
relacionar con la endemicidad de la brucelosis humana existente en dicho pais (Park et
al., 2005; Rahman et al., 2016).

La figura 6 muestra la distribuciébn de los sueros positivos por ELISAs segun la
inmunoglobulina presente. Nétese que de 124 sueros estudiados, 80 (65%) de ellos
fueron positivos mediante el ELISA IgM, 14 mediante el ELISA 1gG (11%) y 30 por
ambos sistemas (24%). Este resultado sugiere que la mayoria de los casos de
brucelosis que forman parte del presente estudio se diagnostican durante la fase aguda
de la enfermedad, ya que la inmunoglobulina IgM comienza a producirse a partir de la
primera o segunda semana de iniciada la infeccion (Kaltungo et al.,, 2014,

www.diesse.com.). Lo anterior coincide con lo notificado por Sathyanarayan y cols.

(2011) en la India, quienes encuentran que de los 13 sueros que resultan positivos a los
ELISAs en su data de estudio, el 61,5% (8/13) lo fue al ELISA IgM, el 15,4% (2/13) al
ELISA 1IgG vy el 23,1% (3/13) a ambos ELISAs (Sathyanarayan et al., 2011).Figura 6.
Distribucién de los sueros positivos a los ELISAs atendiendo a la inmunoglobulina
presente en ellos.
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Figura 6. Distribucion de los sueros positivos a los ELISAs atendiendo a la

inmunoglobulina presente en ellos.

Nuestro resultado coincide con el que obtienen Kuila y cols. (2017) en la India, ya que
ellos también encuentran un predominio de la positividad al ELISA IgM [81,3%
(161/198)], seguido en orden decreciente al ELISA 1gG [15,2% (30/198)] y a la de
ambos sistemas [3,5% (7/198)].

Resultados diferentes hallan Obregén y cols. en Cuba, cuando en 2015 reportan un
15,8% (6/38) de positividad al ELISA IgM, un 73,7% (28/38) al ELISA 1gG y un 10,5%
(4/38) a ambos ELISAs. El predominio al ELISA IgG en su investigacion lo justifican
debido a la existencia mayoritaria de los casos cronicos en su estudio (Obregén (B) et
al., 2015).

La tabla 3 muestra la concordancia obtenida (en * 1 dilucién seriada y al doble) entre
los resultados por la microtécnica y la prueba semicuantitativa en tubos del FAB,
cuando se utilizaron 282 sueros reactivos en tarjeta. Nétese que de manera general
existio coincidencia en el 96,8% de los titulos (273/282) y que las discrepancias
ocurrieron en las diluciones desde 1:20 hasta 1:160, destacando la dilucion 1:80
(93,97%).



Tabla 3. Coincidencia entre los titulos de los sueros de casos sospechosos de
brucelosis humana, obtenidos por la prueba semicuantitativa del FAB comercial y
por la microtécnica de FAB.

FAB en FAB en placa de fondo U (titulos) Coincidencia en
tubos Total  +/-1dilucion
ios) | MR | 20 40|80 160 320 | 640 1200 2560 5120 N (%)
NR 2 1 3 33 (100)
20 1 28 14]1 1 45 43145 (95,55)
40 2 16 46 24 88 86/68 (97,72)
80 4 82 78182 (93,97)
160 47 46/47 (97 87)
10 g 919 (100)
540 4 414 (100)
1280 ) 202 (100)
2560 1 111 (100)
5120 1 111 (100)

Total f 49 88 8 36 9 p 2 3 1 282 2731282 (96.8)
Fuente:

Registros del LNREB del IPK. Leyenda: NR: no reactivo; %: porcentaje; n: nimero de sueros
coincidentes; N= total de sueros.

El titulo de anticuerpos semicuantificado, permite la interpretacion de los resultados por
categorias. En consecuencia, se consideran reactivos los titulos de 20 y 40,
sospechosos los titulos de 80 y con valor diagnéstico los titulos iguales o superiores de
160 (www.diesse.com). Teniendo en cuenta, estos criterios se informan los resultados
el LNREB del IPK. El analisis y las comparaciones de los resultados de las muestras, al
emplear la prueba semicuantitativa del FAB y la microtécnica del FAB, se hace segln

las categorias explicadas y se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Clasificacién de los sueros del grupo 1, segun los titulos de anticuerpos, por la
prueba semicuantitativa en tubo de FAB y por la microtécnica de FAB.

Categorias Prueba semicuantitativa Microtécnica del
(titulos) del FAB comercial FAB
n/N (%) n/N (%)
No reactivas 3/282 (1,1) 5/282 (1,8)
Reactivas © 133/282 (47,2) 137/282 (48,6)
(b)
Sospechosas 82/282 (29,1) 87/282 (30,8)
L. ©
Positivas 64/282 (22,6) 53/282 (18,8)

Fuente: Registros del LNREB del IPK
Leyenda: @: titulos entre 20-40, ®" titulo de 80, : titulo 2160; n: total de sueros; %: porcentaje; N= 282.

Las mayores discrepancias, aunque solo en un 3,8%, se obtuvieron en la clasificacion
de los sueros positivos, con un 22,6% (64/282) en la prueba semicuantitativa en tubos,
y un 18,8% (53/282) en la microtécnica de FAB usando placas de 96 pocillos con fondo
U. En particular, el porcentaje de positividad que se alcanzdé con la microtécnica
coincide con el que reportan Kuila y cols. en la India (2017), al constatar que los sueros
del 18,43% de los pacientes (385/2088) resultan positivos a la seroaglutinacion lenta en

tubos con titulos iguales o superiores a 160 (Kuila et al., 2017).



El porcentaje de positividad encontrado en la presente investigacion fue superior al que
publican Purwar y cols. en la India en 2016. En dicho trabajo se alcanza un 8,5% de
positividad (34/400) al aplicar la seroaglutinacion lenta en tubos, a 400 sueros de
pacientes con fiebre de origen desconocido de mas de 15 dias de evolucion (Purwar et
al., 2016). En contraste, resulta inferior al 92,3% que reportan Abo-shadi y cols. en la
India (2014), cuando confirman como positivos a 60 de los 65 sueros de pacientes
estudiados con sospecha de brucelosis. Una de las causas que podria justificar las
diferencias encontradas con respecto a los resultados de Abo-Shadi y su grupo, puede
ser el hecho de que ellos consideran como positivos a titulos iguales o superiores a 80.
De igual manera, el porcentaje de positividad en la presente investigacion fue menor al
80% que encuentran Garshasbi y cols. en Iran (2014), al diagnosticar como positivos a
128 de los 160 individuos que estudiaron (Abo-Shadi et al., 2014; Garshasbi et al.,
2014).

Cuando se desea conocer si con un método o instrumento nuevo se obtienen
resultados equivalentes al método habitual de tal manera que, eventualmente, uno y
otro puedan ser remplazados o intercambiados, se debe determinar la concordancia
que existe entre ellos. La concordancia es el grado en que dos o mas observadores,
meétodos, técnicas u observaciones estan de acuerdo sobre el mismo fenémeno
observado. No evalla la validez o la certeza sobre una u otra observacién con relacion
a un estandar de referencia dado, sino cuan acordes estan entre si observaciones

sobre el mismo fenémeno (Cortés et al., 2010).

La estimacién de la concordancia entre los resultados que se obtuvieron por el FAB
comercial y la microtécnica de FAB, se realiz6 mediante el indice de Kappa, un
instrumento disefiado por Cohen que ajusta el efecto del azar en la proporcion de la
concordancia observada (Cepeda et al., 2001). Para La interpretacion cualitativa de los
resultados del indice de Kappa se utiliza la propuesta de Landis y Koch, en la que la
fuerza de concordancia se califica como pobre o deébil si el valor es menor a 0,40;
moderada, para valores entre 0,41 y 0,60; buena, entre 0,61 y 0,80, y muy buena para

valores superiores hasta 1 (Landis y Koch, 1977).



De las 282 muestras que resultaron reactivas en tarjeta, 218 fueron clasificadas como
negativas y 53 como positivas por ambas pruebas, mientras que 11 positivas por la
prueba semicuantitativa en tubo resultaron negativas por la microtécnica de FAB. Al
realizar el analisis estadistico utilizando el indice de Kappa, se obtuvo un valor de
0,8816 con un rango 0,8136 — 0,9497 para un intervalo de confianza del 95%. Este
valor permite, segun Landis y Koch, considerar como muy buena la concordancia

existente entre los resultados obtenidos por las dos pruebas analizadas.

El analisis de la distribucion de los titulos de los sueros positivos por la microtécnica del
FAB, con respecto a la positividad mediante los sistemas ELISAs IgM e IgG Brucella, se

muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Distribucion de los titulos obtenidos por la microtécnica del FAB, en los sueros
positivos por los sistemas ELISAs IgM e 1gG Brucella.

Microtécnica del FAB
Sistemas Titulos

20(a) 40(a) 80(b) >160(c) Total

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
. IgM 324 18(14,5) 40(32,3) 19(15,3) 80(64,5)

Positivos

E % A IeG 0 (0,0) 5 (4,05) 5 (4,05) 43,2 14 (11,3)
IeM +IeG 1 (0,8) 2 (1,7) 7 (5.6) 20(16,1)  30(24,2)
Total 4(3,2 25 (20,3 52 (41,9 43 (34,6 124 (100

Fuente: Registros del LNREB del IPK
Leyenda: @: titulos entre 20-40, ® titulo de 80, ©: titulo 2160; n: total de sueros; %: porcentaje; n=124.

Noétese que el mayor porcentaje de muestras positivas por ELISAs correspondié a los
sueros con titulos de 80 (categoria sospechosa) con el 41,9% (52/124). De estas, 40
muestras (32,3%) fueron positivas al ELISA IgM, lo cual sugiere que en su mayoria eran

pacientes iniciando la fase aguda de la enfermedad (Yohannes, 2012).



Le siguen en frecuencia con el 34,6% (43/124) los sueros con titulos iguales 0 mayores
que 160 (categoria positiva) y en este grupo, 20 sueros (16,1%) resultaron positivos a
los ELISAs IgM e IgG, lo cual indica que son pacientes que estan finalizando la fase
aguda de la enfermedad, equivalente a la cuarta semana de evolucién (Abo-Shadi
et al., 2014). Por ultimo, en tercer y cuarto lugar, se encontraron los sueros con titulos
de 40 y 20 (categoria reactiva) con el 20,3% (25/124) y el 3,2% (4/124),
respectivamente. En esta categoria, 18 (14,5%) de los sueros con titulo de 40 y 3
(2,4%) de los sueros con titulo de 20, resultaron positivos al ELISA IgM; lo que
demuestra la importancia que tiene el pareamiento de estas muestras para el
diagnostico confirmatorio de la enfermedad (Béjar, 2017). De igual manera, con este
resultado se justifica el empleo de los ELISAs en el diagnostico confirmatorio de la
brucelosis humana, dados los excelentes valores de sensibilidad y especificidad que

siguen mostrando estos sistemas (Bashiri et al., 2013).

En esta investigacion los sueros de 124 pacientes resultaron positivos a uno o ambos
ELISAs (IgM-1gG Brucella), mientras que al aplicar el FAB comercial y la microtécnica
de FAB, se obtuvo titulos iguales o superiores a 160 en 64 y 53 sueros,
respectivamente. Existen otros investigadores que también hacen referencia a la
positividad de los ELISAs cuando se obtienen bajos titulos de aglutinacion, y
demuestran que la introduccion de estos sistemas en sus algoritmos diagndsticos ha
disminuido los resultados falsos negativos en el diagndstico definitivo (Sathyanarayan et
al., 2011; Binnicker et al., 2012; Bashiri et al., 2013; Hajia et al., 2013).

Nuestro resultado difiere del que obtienen Obregén y cols. (2015, Cuba) al realizar el
mismo andlisis. Ellos informan un predominio de los sueros con titulos iguales o
superiores a 160 con un 63,2% (24/38), sobresaliendo los que sélo fueron positivos al
ELISA IgG (15/24). Estos investigadores consideran que su resultado se debe a que
durante la fase crénica de la brucelosis humana los sintomas y signos de la enfermedad
estan bien establecidos, lo que permite un diagnéstico clinico acertado (Obregoén (B) et
al., 2015).



3.3 Estimacion de los costos econdémicos de la microtécnica de FAB para el nivel
terciario de salud

En la literatura internacional no se encontraron publicaciones que refieran la estimacion
del costo del diagndstico de brucelosis humana, utilizando el estuche comercial Febrille
Antigen Brucella. Sin embargo, en el afio 2013 Obregon y cols. en Cuba, validaron y
costearon este diagnosticador previa introduccién en la red de laboratorios del pais. No
obstante, para comparar el costo de la microtécnica de FAB con el de la prueba
semicuantitativa en tubo en este trabajo, se decide estimar al unisono el costo de
ambas técnicas, ya que los salarios y el precio de algunos reactivos han aumentado en

Cuba, desde ese entonces hasta la fecha.

La tabla 6 muestra la distribucién del costo total, de la la microtécnica de FAB y del FAB
comercial. Obsérvese que la media del costo total para la microtécnica del FAB fue de
617,69 CUP, con un minimo de 616,85 CUP, un maximo de 618,44 CUP y una
desviacion estandar de 0,52 CUP; mientras que para la prueba semicuantitativa en tubo
fue de 654,92 CUP con un minimo de 654,01 CUP, un maximo de 655,53 CUP y una
desviacion estandar de 0,5 CUP.

Tabla 6. Costo total de la microtécnica del FAB y el FAB comercial

Técnica Costo total Desviacion IC del 95%
(CUP) estandar (CUP)
Microtécnica del
FAB 617,69 0,52 616.85 618.44
Sistema FAB
disponible 654,92 0,5 654,01 655,53

Fuente: Encuestas archivadas en el LNREB del IPK
Leyenda: CUP: cubanos pesos; IC: intervalo de confianza; %: porciento; n=124



La media del costo total para la microtécnica de FAB, resulté superior al que obtienen
Obregdn y cols. en 2012. Ellos reportan que la media del costo total del FAB es de
21,46 CUP. Consideramos que las diferencias con estos investigadores se deben a que
ellos emplean la tasa oficial de cambio de 1USD=1CUP para luego expresar todos los
costos en CUP, mientras que en esta investigacion fue pertinente establecer la tasa de
cambio de 1USD= 24CUP, por lo que los costos se expresan en CUP. Ademas, a
diferencia de la estimacion que realizan Obregon y cols. que incluye los tres niveles de
salud, la realizada en este estudio incluye solo al nivel terciario (IPK) donde existen

mayores salarios, un mayor equipamiento y mayores costos indirectos.

No obstante, como ya se ha expresado, el costo total al aplicar la microtécnica del FAB
en las condiciones actuales, es menor que el de aplicar la prueba de semicuantificacion
en tubos. Ademas, permite estudiar un mayor nimero de sueros por estuche y reducir
el tiempo de ejecuciéon de la técnica. No obstante, resalta que la diferencia entre el
costo de ambas pruebas es de 37,23 CUP, hallazgo que tiene su respuesta en el

analisis de sus respectivos costos medios por actividad (ver tabla 7).

No existen variaciones para las pruebas costeadas en el valor del costo medio de la
recepcion de las muestras en el IPK y su traslado al LNRB, asi como respecto a la
recepcion y ejecucion de la prueba cualitativa en el LNRB del IPK, con valores de 0,52
CUP y 16,98 CUP, respectivamente. Estos valores se siguieron en orden ascendente
por los obtenidos al estimar el costo medio de la realizacion de la prueba
semicuantitativa en tubos (637,42 CUP) y en la microtécnica en placas de 96 pocillos
(600 CUP). La diferencia de los resultados radicé en el costo de los materiales (426,68
CUP y 401,75 CUP, respectivamente), y en particular en el costo del antigeno por
determinacién que es el elemento contable que varia (28,21 CUP y 3,22 CUP,

respectivamente).



Tabla 7. Comparacion del costo medio (CUP) por actividad y costo medio total para el
diagnostico seroldgico de brucelosis humana mediante el sistema FAB comercial y la

microtécnica.

Microtécnica de FAB FAB comercial
Actividad/elemento de costo Cos_to o | o — Cos_to o | % -
medio* medio*
Recepcion de muestra en IPK y traslado al LNREB
Salarios 0,18 0,03 0,18 0,029
Materiales 0,02 0,003 0,02 0,003
Depreciacion de medios de capital 0,149 0,15 0,0
Costos directos 0,35 0,1 0,35 01
Costos indirectos(49% de costos directos) | 0,17 0,03 017 0,03
Subtotal 052 {048 01| 01 (103 | 052 048 | 01 | 01 | 1,03
Recepcion en el LNRB y ejecucion de prueba cualitativa
Salarios 4,55 0,7 4,55 0,7
Materiales 5,98 09 5,98 1,0
Depreciacion de medios de capital 0,87 01 0,87 01
Costos directos 1,39 1,7 11,39 18
Costos indirectos(49% de costos directos) 5,58 0,9 5,58 09
Subtotal 16,98 | 0,16 | 2,6 | 16,45 | 16,75 | 16,98 | 0,16 | 2,6 | 16,45 | 16,75
Prueba semi-cuantitativa a muestras positivas por prueba cualitativa
Salarios 0,898 0,15 0,95 0,14
Materiales 401,75 65,0 426,68 65,2
Depreciacion de medios de capital 0,17 0,0 0,17 0,0
Costos directos 402,82 65,2 427,80 65,3
Costos indirectos(49% de costos directos) | 197,38 32,0 209,62 32,0
Subtotal 600,20 | 0,02 | 97,2 | 600,2 | 600,36 | 637,42 | 0,02 | 97,3 |637,35| 637,42
Gran total costos directos 414,56 67,1 439,54 67,1
Gran total costos indirectos 203,13 32,9 215,38 32,9
Gran total costos 617,69 | 0,52 | 100,0 616,85 618,44 | 654,92 | 0,5 |100,0 | 654,01 | 655,53

* los numeros fueron redondeados a la préxima cifra. Leyenda: SD: desviacion estandar, %: porciento,

IC: intervalo de confianza.



La brucelosis es una entidad que desde el punto de vista clinico tiende a confundirse
con otras enfermedades. Este resultado es un llamado de atencién sobre el gasto
innecesario de tiempo y recursos que genera la indicacion injustificada de esta prueba,;
pero enfatizamos en la necesidad de realizarla siempre que se sospeche la enfermedad
porque los gastos que genera un enfermo de brucelosis humana al sistema de salud
publica (por hospitalizacion, tratamiento, intervenciones quirdrgicas, rehabilitacion, etc.)
y a la economia (por ausencias o baja de su centro laboral) superan en mucho al costo

de una determinacion de una prueba de pesquisa.



3.4 Discusion general:

La brucelosis esta catalogada como una de las zoonosis mas importantes por sus
implicaciones en la economia y la Salud Publica de los paises que afecta. Es una
enfermedad que, lastimosamente, rara vez se sospecha y se confirma. En Cuba, el
aumento del numero de muestras de casos sospechosos de la enfermedad a estudiarse
en la red nacional de laboratorios del pais, conlleva al agotamiento del antigeno del
Febrille Antigen Brucella (FAB) usado para la pesquisa de anticuerpos contra brucela
en dichas entidades. Por tal razon, se disefia y valida una microtécnica del FAB usando
placas de poliestireno de 96 pocillos, con el objetivo de disminuir los volumenes de
suero y reactivos, estudiar un mayor numero de sueros por estuche y reducir los costos

aproximados por determinacion.

La microtécnica del FAB muestra excelentes porcentajes de exactitud y precision,
valores de sensibilidad (98%) y especificidad (100%), asi como muy buena
concordancia (Kappa = 0,8816) con la prueba semicuantitativa en tubos del FAB
comercial. Se demuestra ademas que la microtécnica del FAB, es una herramienta
diagndstica robusta y segura, por lo que sugiere la posibilidad de poder reemplazar el
sistema comercial del FAB en uso.

Por su elevada sensibilidad y especificidad, los sistemas ELISAs IgM e 1gG para
Brucella, se toman como técnicas de referencia en esta investigacion y, ademas, se
aplican a todos los sueros que resultan reactivos en la prueba del FAB en tarjeta.
Importante resaltar que 124 sueros de pacientes con sospecha de la enfermedad son
positivos a los ELISAs, sin embargo, 64 y 53 sueros fueron positivos al FAB comercial y
a la microtécnica FAB, respectivamente. Lo anterior evidencia que contar con los
ELISAs en el algoritmo diagnostico de la enfermedad permite disminuir los resultados
falsos negativos. De igual manera, consideramos que la no utilizacién del cultivo o de
técnicas moleculares como métodos de referencia en el presente estudio, no le resta
valor al disefio del trabajo realizado en esta investigacion, ni a los resultados obtenidos

en la misma.



Por otra parte, sobresalen las diferencias de las investigaciones realizadas en Cuba con
respecto al presente trabajo. En este sentido, hace cinco afios atras en nuestro medio,
el mayor porciento de sueros positivos a los ELISAs (63,2%) tenian titulos iguales o
superiores a 160 en la prueba de aglutinacion. En la actualidad resulta que el 65,4% de
los sueros positivos a los ELISAs tienen titulos de aglutinacién iguales o inferiores a 80.
Estos resultados sefialan el camino para realizar nuevas investigaciones encaminadas
a conocer si los valores de corte del FAB que propone el fabricante en el instructivo
comercial, son adecuados para la pesquisa y el diagnéstico de la enfermedad en

nuestro medio.

El costo total de una determinacién por la microtécnica del FAB, fue de 617,19 CUP y
resulta inferior al que se obtiene al aplicar el FAB comercial (654, 92 CUP). Aunque
resulta un costo elevado, esta cifra nunca superara los gastos que genera al SNS un
enfermo de brucelosis no diagnosticado oportunamente, por concepto de

hospitalizacion, tratamiento, intervenciones quirdrgicas, rehabilitacion, etc.



CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

1. La microtécnica del FAB detecta anticuerpos totales contra Brucella, con gran
precision, exactitud, y aceptables indicadores de desempefio con relacion a los
métodos confirmatorios, lo que avala su uso en los laboratorios provinciales de la

red nacional de Cuba.

2. La microtécnica del FAB tiene muy buena concordancia con el FAB disponible, lo
que sugiere su incorporacion al algoritmo serolégico de laboratorio para el

diagndstico de la brucelosis humana en nuestro medio.

3. El costo econdmico estimado de la microtécnica del FAB para el nivel terciario de
salud es inferior al del sistema FAB disponible, lo que justifica su introduccién

para la pesquisa de brucelosis humana en Cuba.



RECOMENDACIONES



RECOMENDACIONES

1. Informar los resultados de esta investigacion a las autoridades nacionales de
salud publica, con vista a la aprobacion de su introduccion en el algoritmo del
LNREB.

2. Estimar los costos econdmicos parciales de la microtécnica del FAB para el nivel
secundario (CPHEM) de salud de Cuba.
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ANEXOS



ANEXO 1

Instructivo del estuche comercial: Febrile Antigen Brucella (FAB), para la determinacion
de anticuerpos por aglutinacion en suero
humano.

niECceE

DIESSE Diagnostica Senese SpA
Via delle Rose 10, 53035 Monteriggioni SI
Tel. ++39/0577/ 587111 - Fax ++39/0577/318690

INSTRUCCIONES PARA EL USO

FEBRILE ANTIGEN BRUCELLA
Para la determinacién de anticuerpos anti-Brucella en suero h di lutinacié

(Espaiiol)

@ 21212/CUB Febrile Antigen Brucella (650 pruebas)

INDICACIONES: SUSPENSION COLOREADA DE BRUCELLA PARA LA DETERMINACION, EN SUERO, DE ANTICUERPOS
AGLLTINA\ITES ESPECIFICOS. PUEDE SER EFECTUADA LA PRUEBA DE SCREENING EN LAMINA Y LA PRUEBA
SEMICUANTITATIVA EN TUBO.

2. RESUMEN

La investigacion serologica en paci que ficbre persi puede ayudar en el diagndstico de la brucelosis (1)(2). 1 i la prucba se

efectiia por medio de la obscrvacuén dela aglulmacxén directa cn(rc una suspension bacteriana y anticuerpos especificos cvcnlualmcnlc. presentes en ¢l suero

del paci El método cs ido como i6n de Widal-Wright y permite, probando diluciones scriadas del suero, cfectuar una titulacién
i itativa de los anti Pos p enla

3 RI1 DE

La de suero inado se hace r i con la ion b (cepa W 99 coloreada con colorante vital estable) con una concentracién

:

optimizada para cfecrunr la prueba en lamina. Si se P i ifi contra de brucella, con un titulo significativo, se
producird una agl i6n visible después de dos mi Las positivas puedeu ser tituladas por medio de la prueba en tubo utilizando una gota de
la misma suspension utilizada para la prueba en ldmina.

4. COMPONENTES DEL KIT:

[ BACTERIAL SUSPENSION| SUSPENSION BACTERIANA 2 frascos X l6 5 mL

Contenido: suspension coloreada de bacterias muertas a una cc opti para eft la prueba en lamina. Contiene como conservante azida
sodica a una concentracion de 0,09 %.

BRUCELLA POSITIVE CONTROL | CONTROL POSITIVO | frasco x 1,8 mL.
= -~ Contenido: Suero de control positivo de origen-animal, Gue contienc anticuerpus que aghutinan con la suspension de bruceila. Contiene como conservante
azida sédica a una concentracion de 0,09%.

OTROS MATERIALES
- 60 laminas desechables
- 700 aplicadores
- 1 cuentagotas
- 1 frasco de S mL

MATERIALES REQUERIDOS NO SUMINISTRADOS:
- Pipetas con puntas desechables
- Solucién fisioldgica

VACI! EST DAD D Vv
Los reactivos deben ser conservados entre 2 -8 °C.

Los reactivos tienen una estabilidad limitada después de su abertura y/o su preparacion

REACTIVOS CONDICIONES
SUSPENSION BACTERIANA 2 mesesa2 -8 °C
CONTROL POSITIVO 2mesesa2 -8 °C
6. PRE: ON

SOLAMENTE PARA USO DE DIAGNOSTICO IN VITRO.

Cualquier muestra de origen bioldgico debe ser iderad ialy infeccit Todos los reactivos y las deben ipularse segin las
prdcticas de seguridad comiinmente adoptadas en la prddlca diaria del laboratorio.

D ho de los residi las de suero y los reactives se deben d. har como resid) infecciosos, segiin regul i
lnl'mm_aclona de Salud v Seguridad:
No pipetear con la boca. Usar los de ylap i6n para los ojos al jar las yd la prucba. Lavar las manos
cuidadosamente después de terminar la prueba.
2. Los reactivos contienen azida sodica (0.09%) que puede reaccionar con cobre y plomo y formar dzidas metélicas potencialmente explosivas.
8 Si cualquier reactivo entra en contacto con la piel u ojos, lavar con abundante agua.
4. El derrame de los materiales potencialmente infecciosos se debe retirar inmedi con papel absorb y el drea da tendrd que ser

desinfectada, por cjemplo con hipoclorito de sodio al 1%, antes de se que s contintie ¢l trabajo. Todos los materiales utilizados para limpiar
derrames, incluido los guantes, s¢ deben tratar como residuo potencialmente infeccioso. No autoclavear materiales que contengan hipoclorito de

sodio.
5 Capitulo
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P iones

1. Poner todos los reactivos y las muestras a temperatura ambiente (18 — 30 °C) antes de su uso. Inmediatamente después del uso vaciar el
cuentagotas y poner los reactivos a2 - 8 °C.

2. No usar los reactivos después de la fecha de caducidad. La contaminacion microbiolégica de los reactivos debe ser evitada ya que esta puede
acortar la vida del producto y causar resultados emSneos

3. No modificar el método indicado en las p i de uso.

7 TI UES Y CO! VACION:

Suero fresco, si no se va a ensayar al momento puede ser conservado a 2 — 8 °C hasta un mé:umo de 7 dias. Para conservaci mas largas, congelar a -20 °C,
la a se pucdc gelar como méximo 3 veces. Evitar ¢l uso de lad 1 para la conservacién de la muestra. Ulilizar las

después de d gelar (1).

8. PROCEDIMIENTO

Poner el reactivo de la suspension bacteriana a P biente y agitar cuidad Evitar una agitacién vigorosa. Tomar una alicuota y
transferirla en el frasco cuentagotas de 5 mL..

* PRUEBA DE N %

Dlspcnsar 20 pL de Ja muestra de suero examinada en ¢l interior de un circulo de la ldmina, Afiadir 50 pL de la suspension bacteriana (una gota) y mezclar;

girar la lamina y observar después de dos mi En las positivas se obtendrd aglutinacién, mientras con las negativas la suspension
quedaré homogénea.

* CI B

Diluir la muestra 1:20 con solucion fisioldgica (0,1 mL suero + 1,9 mL de solucion fisiolégica). Recoger | mL del primer tubo y hacer diluciones seriadas en
tubos do 1 mL de solucién fisiologica, como se indica en el esquema. Afiadir una gota de suspension a cada tubo. Agitar. Incubar a 37 °C durante

una noche (ver esquema mas abajo). El blanco de prueba se efectia mezclando la suspensién bacteriana con solucién fisiologica.

Tubos 1 2 3 4 5 6 7
Sol.Fis.mL. 1,9 1 1 I 1 1 |
Suero ml, 0,1

Mezclar y transferir
mL

Dilucién / Titulacién 120 | 1740 | 1/80 [ 17160 | 17320 | 1/640 | 1/1280

9. VALIDACION DE LA PRUEBA

Utilizando una gota de suero de Control Positive efectuar la prueba en Jimina. Se debe obtener una aglutinacion evidente.

10. INTERPRETACION DE LA PRUEBA — VALORES NORMALES

pech las titulaci de 1/80; titulaci superiores tienen un significado diagndstico.
IMITAC S D UE
En las aglutinaciones en lamina con suero no diluido puede observarse el fenémeno de prozona. Si s¢ sospecha que la muestra es positiva, repetir la prueba
diluyendo 1:8 con solucion fisioldgica. La suspensién de brucella no aglutina en p de P P
12 1L E 1 N A
Suspension Especificidad % Sengibilidad %
Brucella 976 95.7
13. BIBLIOGRAFIA
1. . Nicoletti in F. Pasquinelli: Di; i eTecmca di Labomono Vol. 2 p. 319. Rosml ed Firenze 1981.
2 Edwards P.R., Ewing W.H. ldamﬁcauon of E iaceae 3rd ed. Burgess Py Co.
3 Cruickshank R. Medical Mi logy 11th Ed., p. 907 (1965).
4 Huddleson LF. and Abell E. J. Inf. Dis. 42: 242 (1928).
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ANEXO 2

BRUCELLA ELISA IgM

M1006: Prucba inmunoenzimatica indirecta para determinar anticuerpos
1gM frente a Brucella en suero humano. 96 tests.

INTRODUCCION

Las pruebas mas pleadas en el diagnostico serolégico de la brucelosis
son la aglutinacion. la prueba del Rosa de Bengala. el test de Coombs y las
pruebas de ELISA. La deteccion de 1gM frente a lipopolisacarido (LLPS) de
Brucella ¢s adecuada para el diagndstico de las formas agudas de la
enfermedad. La técnica de ELISA es sensible y especifica para la
deteccion de estos anticuerpos tipo 1gM frente a Brucella.

FUNDAMENTO DEL METODO:

Meétodo de ELISA basado en la reaccion de los anticuerpos de la muestra
con el antigeno unido a la superficie de poliestireno. Las inmunoglobulinas
no unidas por reaccion con el antigeno son eliminadas en el proceso de
lavado. En un paso posterior globulina anti-humana reacciona con el
complejo antigeno-anticuerpo. y la que no se une es eliminada por los
lavados: la unida reacciona con ¢l sustrato (TMB), para dar una reac
coloreada azul. que cambia a amarillo tras la adicion de la solucion de
parada.

Prodicss coboreads

Gl i ighe B

Susteto meohun

Antigenon dv Brucella

CARACTERISTICA

T'odos los reactivos a excepeion de la solucion de lavado vienen listos para
Su uso.

Las soluciones de dilucion de muestras ¥ de conjugado estan coloreadas
como ayuda a la realizacion de la téenica.

No se precisa dilucion previa de la muestra.

Los pocillos son individuales. por lo que solo se¢ consumen tantos pocillos
como pruchas se van a realizar,

CONTENIDO DEL KIT:

m VIRCELL BRUCELLA PLATE: | placa con 96 pocillos recubiertos con
L.PS de Brucella abortus. cepa S-99.

E] VIRCELL SERUM DILUENT: 25 ml de diluyente para sueros: tampon
fostatos con estabilizante de proteinas. con Proclin y coloreado de azul.
Listo para su uso.

@ VIRCELL IgM POSITIVE CONTROL.: 500 ul de suero control positivo
con Proclin

E] VIRCELL IgM CUT OFF CONTROL:
Proclin

@ VIRCELL IgM NEGATIVE

negativo con Proclin

500 pl de suero cut off con

CONTROL: 500 pl de suero control

Instructivo del estuche comercial: Brucella ELISA IgM

@ VIRCELL IgM CONJUGATE: 15 ml de una dilucion de globulina anti-
IgM humana conjugada con peroxidasa, con Proclin ¥ coloreada de

naranja. L.ista para su uso.

ﬁ VIRCELL TMB SUBSTRATE SOLUTION: 15 ml de solucion de
ilb idina (TMB). Listo para su uso.

@ VIRCELL STOP REAGE!

sulfirico 0.5

B VIRCELL WASH BUFFER: 50 ml de solucién de lavado (concentrado

20x): tampon fosfatos con Tween-20 y con Proclin.

T: 15 ml de solucion de parada: acido

Conservar entre 2 y 8°C y comprobar la fecha de caducidad.

Plpem de precision para dispensar 5y 100 pl.

Pipeta multicanal de precision para dispensar 100 pl.

Lavador de placas de EL. ISA

Incub /bano termostati

Espectrofotometro de placas dc ELISA con filtro de 450 nm y filtro de
referencia de 620 nm.

Agua destilada.

Alternativ di atico de ELISA.

Sorbente de 1gG Immana (ref. Vircell SO01).

CONSERVACION:

Conservar entre 2 y 8°C. No utilizar los del kit después de la
fecha de caducidad. La caducidad indicada sera valida siempre que los
componentes se mantengan cerrados y conservados entre 2 y 8°C.

LOS COMPONENTES

COMPONENTE ESTABILIDAD

Solucion de lavado diluida

(1x) 4 meses a 2-8°C

Fecha indi

Resto de comp da en envase a 2-8°C

ESTABILIDAD Y USO DE LOS REACTIVOS:

Usar todos los reactivos en condiciones asépticas para evitar
contaminaciones microbianas.

No permitir el secado de la placa entre los lavados y la adicion de los
reactivos.

La solucion de sustrato es fotosensible. Evitar la exposicion directa a la luz
y desechar si presenta coloracion azul. La solucion de sustrato no debe
entrar ¢n contacto con oxidantes como soluciones de hipoclorito ni con
algunos metales. Evitar ¢l contacto con partes metalicas o componentes
metalicos de equipos o instrumentos sin antes haber unnpmh.ldo su
compatibilidad.

Utilizar solo la cantidad de solucion de lavado. sustrato. diluyente de
sueros y conjugado necesarias para la realizacion de la prueba. No
devolver a los viales ¢l exceso sobrante.

VIRCELL. S.L. no se responsabiliza de la inadecuada utilizacion de los
reactivos contenidos en el Kit.

RECOMENDACION

Y PRECAUCIONES:

| Este producto es solo para diagnostico i vitro y esta destinado al uso
por personal sanitario cualificado.

2: Usar s6lo componentes del kit. No mezclar los componentes de
diferentes kits o fabricantes. Solo las soluciones de lavado. sustrato,
parada y diluyente de sueros son compatibles con los equivalentes en
otras referencias y lotes de ELISA VIRCELL.

35 Uulizar puntas de pipeta diferentes y limpias para cada fase del

ensayo. Util olo material limpio y preferentemente desechable.

No utilizar en caso de deterioro del envase,

No pipetear con la boca.

El diluyente para sucros. placa. conjugados y controles de este equipo

contienen material de origen animal. Los controles contienen ademas

material de origen humano. Aunque los sucros control del equipo son

sometidos a controles de ausencia de HBsAg y anticuerpos frente a

O
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VIH y de Hepatitis C. es necesario mancjar los controles y muestras
del paciente como potencialmente patogenos. Los pociilos contienen
antigeno de Brucella inactivado, no obstante, deben manejarse con
precaucion. Ningin método actual puede asegurar por completo la
ausencia de ¢stos u otros agentes infecciosos. Todo el material debe
ser manipulado y desechado como potencialmente infeccioso.
Observe la regulacion local en materia de residuos clinicos.

7. La solucion de sustrato puede ser irritante para piel y mucosas, En
caso de contacto con esta solucion lavar la superficie afectada con
agua y solicitar asistencia médica. Para mas informacion, solicite la
hoja de seguridad del producto.

8. Para la utilizacion del producto en sistemas automaticos de andlisis se

d: previa. VIRCELL dispone de juegos de

rec una eval
muestras para su ensayo en paralelo con ¢l método manual. Estos
Jjuegos pueden ser solicitados con tal finalidad. Asimismo. ¢s posible
la consulta de un listado de sistemas automatizados aprobados para
su utilizacion con la gama de productos ELISA VIRCELL.

9. Durante los periodos de incubacion. un adecuado sellado de las
placas con la ldmina adhesiva que se suministra evita la desccacion
de la muestra y garantiza la repetitividad de los resultados,

10.  Este producto ha sido disefiado para su uso conjunto y exclusivo con
SORBENTE de IgG humana VIRCELL (ref. Vircell S001).

TOMA DE MUESTRA:

La sangre debe extraerse en condiciones asépticas mediante téenicas de
venipuntura por personal experimentado. Se recomienda el uso de téenicas
estériles o asépticas para evitar la contaminacion de la muestra. Los sueros
deben mantenerse refrigerados entre 2 y 8°C si se van a procesar dentro de

8.-Anadir inmedi 100 pl de conjugad, lgMBa todos los pocillos.
9.-Tapar mediante lamina adhesiva e incubar en estufa/bano durante 30
minutos a 3741°C.

10.-Retirar la limina adhesiva, aspirar el contenido de todos los pocillos y
lavar cada uno de ellos 5 veces con 0.3 ml de solucion de lavado
asegurandose que no quedan restos de solucion de lavado.

I1.-Anadir inmediatamente 100 pl de solucion de sustrato [ﬂ a todos los
pocillos.

12 -Incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos, en la oscuridad.
13.-Aiiadir inmediatamente 50 pl de solucion de parada 8] a todos los
pocillos.

14.-Valorar espectrofotométricamente a 450/620 nm, antes de | hora de
acabado el ensayo,

CONTROL DE CALIDAD INTERNO:

Cada lote se somete a control de calidad interno antes de su liberacion
asegurando ¢l cumplimiento del protocolo de validacion por el usuario
mediante especificaciones mas estrictas. Los resultados de control final de
cada lote estan disponibles.

La correlacion del material de control se asegura mediante ensayos
paralelos frente a paneles de sueros de referencia internamente validados.

PROTOCOLO DE VALIDACION POR EL USUARIO:
Cada ensayo debe utilizar control positivo. negativo y cut ofl. Su

utilizacion permite la validacion de la prueba y el equipo.
Las densidades dpticas (D.O.) de los controles deben estar en los rangos

los 7 dias siguientes a la toma, pero si el proc i se va a prolong
deben congelarse a -20°C. evitando las congelaciones y descongelaciones
innecesarias.  No  utilizar  sueros  hiperlipémicos, hemolizados o
contaminados. Los sueros que presenten particulas pueden ser clarificados
por centrifugacion. Pueden utilizarse muestras de suero o plasma
indistintamente.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS:

El inico reactivo que es necesario preparar con antelacion a la realizacion
de la prueba es la solucion de lavado. Para ello completar hasta | litro con
agua destilada un vial de 50 mi de solucion de lavado concentrada (20x).
Si aparecen cristales durante la conservacion de la solucion concentrada,
calentar a 37°C antes de diluirlo. Una vez preparada conservar entre 2 y
§°C.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO:

1.-Ajustar una estufa/bafio de agua a 37£1°C.

2.-Sacar todos los reactivos 1 hora antes de la realizacion del test para que
alcancen la temperatura ambiente. evitando sacar la placa del envase
3.-Agitar todos los componentes.

4.-Sacar el nimero de pocillos El necesarios para el nimero de sueros que
se van a procesar. mds otros cuatro pocillos. uno para el control positivo.
uno para ¢l control negativo y dos para el suero cut off. Colocar ¢l resto de
los pocillos en el sobre y volver a cerrarlo.

5.-Anadir 25 pl de sorbente [gG (rel: Vircell S001) a todos los pocillos que
se vayan a emplear, excepto a los pocillos donde se dispensen los
controles. Anadir 5 pul de las muestras y seguidamente 75 pl de diluyente
de muestras 2| a todos los pocillos empleados. Para la preparacion de los
pocilios de los controles, anadir 100 pl de diluyente de muestras 2] y
seguidamente § pl del control positivo @ 5 pl del suero cut off 4 (en
duplicado) y 5 pl del control ncgutivoE] en los pocillos correspondientes,
En el caso de la realizacion manual del método, se agitara la placa en un
agitador (2 minutos) para garantizar una mezcla homogénea de los
reactivos. Si no es jposible asegurar esta agitacion. debe hacerse una
predilucion de la muestra en tubo o placa aiadiendo el doble del volumen
de los reactivos y de muestra. Homogenizar con la pipeta y trasvasar
seguidamente 105 il de cada muestra ya diluida a los pocillos |I|

6.-Tapar mediante lamina adhesiva ¢ incubar en estufa’baiio durante 45
minutos a 3741°C

7.-Retirar la lamina adhesiva. aspirar ¢l contenido de todos los pocillos y
lavar cada uno de ellos 5 veces con 0.3 ml de solucion de lavado
asegurandose que no quedan restos de solucion de lavado,

sigui En caso contrario se desechara la prueha,
CONTROL D.O.
CONTROL POSITIVO =09
CONTROL NEGATIVO <0.5
>0.35
CONTROL CUT OFF o
<l,5

INTERPRETACION DE RESULTADOS:
Calcular la media de las D.O. del suero cut off,

indice de anticuerpos=(D.0. de la muestra / media de D.O. del suero cut offyx 10

INDICE INTERPRETACION
<9 Negativo
9-11 Dudoso
>11 Positivo

L.as muestras con resultados dudosos deben ser vueltas a analizar yio
solicitar una nueva muestra para confirmacion de los resultados.

Las muestras con indices inferiores a 9 se considera que no tienen
anticuerpos especificos frente a Brucella de tipo IgM.

Las muestras con indices superiores a 11 se considerard que tienen
anticuerpos especificos frente a Brucella de tipo [gM.

LIMITACIONES DEL METODO:

|.- Este método esta diseiado para ser utilizado con suero/plasma humano.
2.-El uso de este it requiere la cuidadosa lectura y comprension del folleto
de instrucciones, Es necesario seguir estrictamente ¢l protocolo para
obtener resultados fiables, en particular el correcto pipeteo de muestras y
reactivos, lavados y tiempos de incubacion.

3-Los resultados de las eS| deben ser valorados junto con la
sintomatologia clinica y otros procedimientos diagnosticos. El diagnostico
definitivo debe realizarse medi. técnicas de aislamiento,

4.-El test no indica el lugar de la infeccion. No pretende sustituir al
aislamiento.

5.-La ausencia de un aumento significativo en el nivel de anticuerpos no
excluye la posibilidad de infeccion.

6.-Para la determinacion de IgM se debe realizar la técnica utilizando
sorbente de anticuerpos IgG humanos ya que de otro modo se pueden
obtener resultados falsos positivos por la presencia de factor reumatoide o
resultados falsos negativos por exceso de anticucrpos 12G.
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PRESTACIONES SIMBOLOS UTILIZADOS EN EL PRODUCTO:

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD:
Producto para el diagnostico iz vie
Se ensayaron 102 muestras de suero/plasma con BRUCELLA ELISA 1gM g Petin dé caduicidad
frente a un ensayo de aglutinacion. Se obtuvieron los siguientes resultados:
§'C
[ [ N MUESTRAS | SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD | : /Y Conservar entre 2-8°C
| T 102 | 9% | 100% | rc

Los valores indeterminados fueron excluidos de los calculos finales

Contiene suficiente para <X> pruebas

PRECISION INTRAENSAYO:

Se ensayaron 3 sueros pipeteados individualmente 10 veces cada uno en un
tinico ensayo realizado por el mismo operador en condiciones de trabajo
idénticas. obteniendo los resultados:

Lote

Referencia {catalogo)

SUERO N % C.Y.
((Z i?) ;(7)8 Consultar instrucciones de uso
CO 10 3.39

C V. Coeliciente de variacion

<X= pocillos

PRECISION INTERENSAYO:

1

Se ensayaron 3 sueros pipeteados individualmente durante 5 dias
consceutivos y por 2 operadores diferentes. obteniendo los siguientes RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO DE TRABAJO

resultados: MUESTRAS
S e i
22 ::}, 2317 5l de los controles
CV Coeficiente de variacion
REACCION CRUZADA E INTERFERENCIAS: T,

Se ensayaron 14 muestras caracterizadas positivas frente a miembros del
grupo  sindromico  (Safmonelia  nphi  O.  Salmonella  yphi  H,
citomegalovirus v virus de Epstein-Barr). Se realizo un ensayo [gM a 2
muestras caracterizadas positivas frente a factor reumatoide.

Las muestras ensayadas dieron resultados negativos, demostrando la A
reaccion especifica del ensayo sin reaccion cruzada o interferencias R .
. X e 100 pl deconjugadoﬂ

ocasionadas por los agentes descritos. -

OTROS ESTUDIOS DE INTERFERENC

DF 30 min, a 37°C
Se realizo un ensayo ELISA para determinacion de anticuerpos 1gG ¢ IgM v
a 15 sueros con anticuerpos antinucleares y 25 sueros con factor
reumatoide previamente caracterizados frente a 4 Kits ELISA diferentes (3
antigenos virales y un antigeno bacteriano). Para determinacion 1gM los
sueros fueron tratados con sorbente anti-IgG. Se demostré la eficacia del

5 lavados con solucion de |

tratamiento con sorbente para evitar interferencias en IgM ocasionadas por Y
factor reumatoide en un 100% y en un 96% para anticuerpos antinucleares. .
: > i 4R D 100 it de susuatof]

Se ha comprobado la eficacia del sorbente recomendado para evitar la
aparicion de falsos negativos por exceso de 1gG.

20 min. a temperatura
ambiente en oscuridad

Lectura a 450/620 nm
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ANEXO 3

Instructivo del estuche comercial: Brucella ELISA IgG.

VAT BRI

MICROBIOLOGISTS

BRUCELLA ELISA IgG

Producto para diagnéstico /n vitro

G1003: Prueba inmunoenzimatica indirecta para determinar
anticuerpos IgG frente a Brucella en suero/plasma humano.
96 tests.

INTRODUCCION:

Las pruebas mds empleadas en el diagnéstico seroldgico de
la brucelosis son la aglutinacién, la prueba del Rosa de
Bengala, el test de Coombs y las pruebas de ELISA. La
deteccion de IgG frente a lipopolisacarido (LPS) de Brucella es
adecuada para el diagndstico de todas las formas de la
enfermedad. La técnica de ELISA es sensible y especifica para
la deteccidn de estos anticuerpos tipo IgG frente a Brucella.

FUNDAMENTO DEL METODO:

Meétodo de ELISA basado en la reaccidn de los anticuerpos de
la muestra con el antigeno unido a la superficie de
poliestireno. Las inmunoglobulinas no unidas por reaccion
con el antigeno son eliminadas en el proceso de lavado. En
un paso posterior la globulina anti-humana reacciona con el
complejo antigeno-anticuerpo, y la que no se une es
eliminada por los lavados, la unida reacciona con el sustrato
(TMB), para dar una reaccién coloreada azul, que cambia a
amarillo tras la adicién de la solucién de parada.

CARACTERISTICAS:

Todos los reactivos a excepcion de la solucién de lavado
vienen listos para su uso.

Las soluciones de dilucién de muestras y de conjugado estan
coloreadas como ayuda a la realizacién de la técnica.

No se precisa dilucién previa de la muestra.

Los pocillos son individuales, por lo que solo se consumen
tantos pocillos como pruebas se van a realizar.

CONTENIDO DEL KIT:

E VIRCELL BRUCELLA PLATE: 1 placa con 96 pocillos
recubiertos con LPS de Brucella abortus, cepa 5-99.

VIRCELL SERUM DILUENT: 25 ml de diluyente para sueros:
tampon fosfatos con estabilizante de proteinas, con Neolone
y Bronidox y coloreado de azul. Listo para su uso.

@ VIRCELL IgG POSITIVE CONTROL: 500 pl de suero control
positivo con Neolone y Bronidox.

@ VIRCELL IgG CUT OFF CONTROL: 500 ul de suero cut off con
Neolone y Bronidox.

VIRCELL IgG NEGATIVE CONTROL: 500 pl de suero control
negativo con Neolone y Bronidox.

E VIRCELL 1gG CONJUGATE: 15 ml de una dilucién de
globulina anti-IgG humana conjugada con peroxidasa, con
Neolone y Bronidox y coloreada de naranja. Lista para su uso.
E VIRCELL TMB SUBSTRATE SOLUTION: 15 m! de solucién de
sustrato: tetrametilbenzidina (TMB). Listo para su uso.

@ VIRCELL STOP REAGENT: 15 ml de solucién de parada:
acido sulfirico 0,5 M.

E VIRCELL WASH BUFFER: 50 ml de solucién de lavado
(concentrado 20x): tampon fosfatos con Tween"-20 y con
Proclin.

Conservar entre 2 y 82C y comprobar la fecha de caducidad.

Material necesario no contenido en el kit:

-Pipeta de precision para dispensar 5 y 100 pl.

-Pipeta multicanal de precisién para dispensar 100 pl.
-Lavador de placas de ELISA.

-Incubador/bafio termostatizado.

-Espectrofotémetro de placas de ELISA con filtro de 450 nm y
filtro de referencia de 620 nm.

-Agua destilada.

-Alternativamente procesador automatico de ELISA.

CONSERVACION:

Conservar entre 2 y 82C. No utilizar los componentes del kit
después de la fecha de caducidad. La caducidad indicada serd
valida siempre que los componentes se mantengan cerrados
y conservados entre 2 y 82C.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD DE LOS COMPONENTES
UNA VEZ ABIERTOS:

_Estabilidad

4 meses a 2-82C

Componente
Solucion de lavado
diluida (1x)

Fecha indicada en envase a

Resto de componentes 2.80C

ESTABILIDAD Y USO DE LOS REACTIVOS:

Usar todos los reactivos en condiciones asépticas para evitar
contaminaciones microbianas.

No permitir el secado de la placa entre los lavados y la
adicién de los reactivos.

La solucién de sustrato es fotosensible. Evitar la exposicion
directa a la luz y desechar si presenta coloracién azul. La
solucién de sustrato no debe entrar en contacto con
oxidantes como soluciones de hipoclorito ni con algunos
metales. Evitar el contacto con partes metdlicas o
componentes metdlicos de equipos o instrumentos sin antes
haber comprobado su compatibilidad.

Utilizar solo la cantidad de solucién de lavado, sustrato,
diluyente de sueros y conjugado necesarias para la
realizacién de la prueba. No devolver a los viales el exceso
sobrante.

VIRCELL, S.L. no se responsabiliza de la inadecuada utilizacién
de los reactivos contenidos en el kit.

RECOMENDACIONES Y PRECAUCIONES:

1. Este producto es solo para diagndstico in vitro y esta
destinado al uso por personal sanitario cualificado.

2. Usar solo componentes del kit. No mezclar los
componentes de diferentes kits o fabricantes. Solo las
soluciones de lavado, sustrato, parada y diluyente de sueros
son compatibles con los equivalentes en otras referencias y
lotes de ELISA VIRCELL.

3. Utilizar puntas de pipeta diferentes y limpias para cada
fase del ensayo. Utilizar solo material limpio vy
preferentemente desechable.

4. No utilizar en caso de deterioro del envase.

5. No pipetear con la boca.

6. El diluyente para sueros, placa, conjugados y controles de
este equipo contienen material de origen animal. Los
controles contienen ademas material de origen humano.
Aunque los sueros control del equipo son sometidos a
controles de ausencia de HBsAg y anticuerpos frente a VIH y
Hepatitis C, es necesario manejar los controles y muestras
del paciente como potencialmente patdgenos. Los pocillos
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contienen antigeno de Brucella inactivado, no obstante,
deben manejarse con precaucion. Ningin método actual
puede asegurar por completo la ausencia de éstos u otros
agentes infecciosos. Todo el material debe ser manipulado y
desechado como potencialmente infeccioso. Observe la
regulacién local en materia de residuos clinicos.

7. La solucién de sustrato puede ser irritante para piel y
mucosas. En caso de contacto con esta solucion lavar la
superficie afectada con agua y solicitar asistencia médica.
Para més informacion, solicite la hoja de seguridad del
producto.

8. Para la utilizacién del producto en sistemas automdticos
de andlisis se recomienda una evaluacion previa. VIRCELL
dispone de juegos de muestras para su ensayo en paralelo
con el método manual. Estos juegos pueden ser solicitados
con tal finalidad. Asimismo, es posible la consulta de un
listado de sistemas automatizados aprobados para su
utilizacion con la gama de productos ELISA VIRCELL.

9. Durante los perfodos de incubacién, un adecuado sellado
de las placas con la ldmina adhesiva que se suministra evita
la desecacién de la muestra y garantiza la repetitividad de la
muestra.

TOMA DE MUESTRA:

La sangre debe extraerse en condiciones asépticas mediante
técnicas de venipuntura por personal experimentado. Se
recomienda el uso de técnicas asépticas o estériles para
evitar la contaminacién de la muestra. Los sueros/plasmas
deben mantenerse refrigerados entre 2 y 82C si se van a
procesar dentro de los 7 dias siguientes a |a toma, pero si el
procesamiento se va a prolongar deben congelarse a -202C,
evitando las congelaciones y descongelaciones innecesarias.
No utilizar muestras hiperlipémicas, hemolizadas o
contaminadas. las muestras que presenten particulas
pueden ser clarificadas por centrifugacion. Pueden utilizarse
muestras de suero o plasma indistintamente.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS:

El Unico reactivo que es necesario preparar con antelacién a
la realizacién de la prueba es la solucion de lavado. Para ello
completar hasta 1 litro con agua destilada un vial de 50 ml de
solucién de lavado concentrada (20x). Si aparecen cristales
durante la conservacién de la solucién concentrada, calentar
a 379C antes de diluirlo. Una vez preparada conservar entre 2
y 82C.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO:

1. Ajustar una estufa/bafio de agua a 37+1°C.

2. Sacar todos los reactivos 1 hora antes de la realizacién del
test para que alcancen la temperatura ambiente, evitando
sacar la placa del envase.

3. Agitar todos los componentes.

4. Sacar el nimero de pocillos ﬁ_.] necesarios para el nimero
de muestras que se van a procesar, mas otros cuatro pocillos,
uno para el control positivo, uno para el control negativo y
dos para el suero cut off. Colocar el resto de los pocillos en el
sobre y volver a cerrarlo.

S. Afadir 100 ul de diluyente de muestras ﬂ a todos los
pocillos que se vayan a emplear. Afadir 5 pl de las muestras,
S pl del control positivo ﬂ S ul del suero cut off E (en
duplicado), y 5 ul del control negativo E en los pocillos
correspondientes. En el caso de la realizacién manual del
método, se agitara la placa en un agitador (2 minutos) para
garantizar una mezcla homogénea de los reactivos. Si no es

posible asegurar esta agitacion, debe hacerse una
predilucion de la muestra en tubo o placa afiadiendo el doble
del volumen de diluyente de muestras E] y de muestra.
Homogenizar con la pipeta y trasvasar seguidamente 105 pl
de cada muestra ya diluida a los pocillos E

6. Tapar mediante ldmina adhesiva e incubar en estufa/bafio
durante 45 minutos a 37+1°C.

7. Retirar la [dmina adhesiva, aspirar el contenido de todos
los pocillos y lavar cada uno de ellos 5 veces con 0,3 ml de
solucién de lavado @, asegurandose que no quedan restos de
solucion de lavado.

8. Afadir inmediatamente 100 pl de conjugado IgG @ a todos
los pocillos.

9. Tapar mediante ldmina adhesiva e incubar en estufa/bafio
durante 30 min. a 37+1°C.

10. Retirar la ldmina adhesiva, aspirar el contenido de todos
los pocillos y lavar cada uno de ellos 5 veces con 0,3 ml de
solucion de lavado B, asegurdndose que no quedan restos de
solucién de lavado.

11. Afiadir inmediatamente 100 pl de solucién de sustrato E]
a todos los pocillos.

12. Incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos, en
la oscuridad.

13. Afadir inmediatamente 50 pl de solucién de parada E a
todos los pocillos.

14. Valorar espectrofotométricamente a 450/620 nm, antes
de 1 hora de acabado el ensayo.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO:

Cada lote se somete a control de calidad interno antes de su
liberacién asegurando el cumplimiento del protocolo de
validacién por el usuario mediante especificaciones mas
estrictas. Los resultados de control final de cada lote estdn
disponibles.

La correlacion del material de control se asegura mediante
ensayos paralelos frente a paneles de sueros de referencia
internamente validados.

PROTOCOLO DE VALIDACION POR EL USUARIO:

Cada ensayo debe utilizar control positivo, negativo y cut off.
Su utilizacién permite la validacién de la prueba y el equipo.
Las densidades 6pticas (D.0.) de los controles deben estar en
los rangos siguientes. En caso contrario se desechard la
prueba.

Control D.O.
Control positivo >0,9
Control negativo <0,5

>0,55
Control cut off -
ontrol cut o s

INTERPRETACION DE RESULTADOS:
Calcular la media de las D.O. del suero cut off.

fndice de anticuerpos= (D.O. de la muestra / media de D.O.
del suero cut off) x10

indice Interpretacién
<9 Negativo
9-11 Dudoso
>11 Positivo

wl Virée", SiL: Parque Tecnolégico de la Salud, Avicena 8, 18016 Granada, Espaiia. Tel. +34 958 441 264 www.vircell.com



Las muestras con resultados dudosos deben ser vueltas a
analizar y/o solicitar una nueva muestra para confirmacién
de los resultados.

Las muestras con indices inferiores a 9 se considera que no
tienen anticuerpos especificos frente a Brucella de tipo IgG.
Las muestras con indices superiores a 11 se considera que
tienen anticuerpos especificos frente a Brucella de tipo IgG.

LIMITACIONES DEL METODO:

1. Este método estd disefiado para ser utilizado con
suero/plasma humano.

2.El uso de este kit requiere la cuidadosa lectura y
comprensién del folleto de instrucciones. Es necesario seguir
estrictamente el protocolo para obtener resultados fiables,
en particular el correcto pipeteo de muestras y reactivos,
lavados y tiempos de incubacién.

3. Los resultados de las muestras deben ser valorados junto
con la sintomatologia clinica y otros procedimientos
diagnésticos. El diagnéstico definitivo debe realizarse
mediante técnicas de aislamiento.

4. El test no indica el lugar de la infeccién. No pretende
sustituir al aislamiento.

5. La ausencia de un aumento significativo en el nivel de
anticuerpos no excluye la posibilidad de infeccién.

6. Las muestras recogidas muy pronto en el transcurso de
una infeccién pueden no tener niveles detectables de IgG. En
esos casos se recomienda realizar un ensayo para
determinacién de IgM u obtener una segunda muestra
transcurridos entre 14 y 21 dias, para ser ensayado en
paralelo con la muestra original con el fin de determinar una
seroconversion.

7. Los resultados obtenidos en la deteccion de 1gG en
neonatos deben ser interpretados con precaucion, ya que las
1gG maternas son transferidas pasivamente de la madre al
feto antes del nacimiento. La determinacién de IgM es mejor
indicador de infeccién en nifios menores de 6 meses.

8. Los resultados de determinacién de anticuerpos de una
muestra Unica no deben ser usados para el diagndstico de
una infeccion reciente. Se deben recoger muestras pareadas
(aguda y convaleciente) para ser ensayadas paralelamente y
determinar seroconversion o un incremento significativo en
el nivel de anticuerpos.

PRESTACIONES:

* SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD:

Se ensayaron 113 muestras de suero/plasma con BRUCELLA
ELISA 1gG frente a un test de Coombs, obteniendo los
siguientes resultados:

N2 muestras | Sensibilidad Especificidad
1gG 113 98% 100%

Los valores indeterminados fueron excluidos de los célculos
finales

© PRECISION INTRAENSAYO:

Se ensayaron 3 sueros pipeteados individualmente 10 veces
cada uno en un Unico ensayo realizado por el mismo
operador en condiciones de trabajo idénticas, obteniendo los
resultados:

N % C.V.
CP 10 1,11
CN 10 7,45
Co 10 4,02

C.V. Coeficiente de variacién

© PRECISION INTERENSAYO:

Se ensayaron 3 sueros pipeteados individualmente durante 5
dias consecutivos y por 2 operadores diferentes, obteniendo
los siguientes resultados:

Suero N % C.V.
CP 10 1,68
CN 10 9,38
co 10 4,71

C.V. Coeficiente de variacion

o REACCION CRUZADA E INTERFERENCIAS:

Se ensayaron 16 muestras caracterizadas positivas frente a
miembros del grupo sindrémico (Salmonella typhi O,
Salmonella typhi H, citomegalovirus, Toxoplasma y virus de
Epstein-Barr). Se realizd un ensayo IgG a 3 muestras
caracterizadas positivas frente a anticuerpos antinucleares.
Las muestras ensayadas dieron resultados negativos,
demostrando la reaccidn especifica del ensayo sin reaccién
cruzada o interferencias ocasionadas por los agentes
descritos.

SiMBOLOS UTILIZADOS EN EL PRODUCTO:

Producto para el diagndstico in vitro

Fecha de caducidad

Conservar entre x-y2C

Contiene suficiente para <X> pruebas

Lote

Referencia (catdlogo)

Consultar instrucciones de uso

| & [ B <= [ea| 8

<X> pocillos
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ANEXO 4

Descripcion del proceso.

ACTIVIDAD TAREA EJECUTA RECURSOS LUGAR
Recepcién de Inscripcion de | Técnico de Tiempo Local de
la muestra y la muestra en recepcion M recepcion de
traslado hacia el libro. de esa muestras.
el LNREB. Trasladar | muestras. Silla Laboratorio de
rasladar a Microbiologia
muestra al Libro de IPK.
LNREB. recepcion de
muestras
Boligrafo
Guantes
Contenedor
para el
transporte
Ascensor
Recepcion, Inscripcion de | Técnico de Tiempo. LNREB
preparacion y la muestra en laboratorio
o . Meseta.
realizacién de el libro.
la prueba. i
P Rotular la Silla.
muestra. Libro del
Agitar laboratorio.
Pipetear Boligrafo.
(depositar la Guantes.
muestra en la
lamina) Marcador
permanente.
Prueba
cualitativa FAB Vortex.
Afiadir el Pipeta
reactivo. semiautomatica

Lectura visual.
Desechar.

Si la prueba
cualitativa es
positiva.

2-20 .

Pipeta
semiautomatica
50-200 pl.

Pipeta
semiautomatica




Realizar
prueba
semicuantitativ
aentuboyen
placa del FAB.

Afadir solucion
salina
fisiol6gica a los
tubos y placa
de 96 pocillos.

Adicionar la
muestra.

Realizar las
diluciones.

Afnadir el
reactive.

Incubar de 18
a 24 horas.

Lectura visual.
Desechar.

Anotar los
resultados.

200-1000 pl.

Pipeta
semiautomatica
multicanal.

5-300 pl
Puntas 200 pl.
Puntas 1000 pl.

Componentes
de la prueba.

Solucioén salina
fisioldgica.
Tubos de cristal

100 X 13 fondo
u.

Placas de
poliestireno de
fondo U de 96
pocillos.

Cinta adhesiva
o papel parafim.

Incubadora de
37°C.

Contenedores
para los
desechos.

Modelo de
resultados.




ANEXO 5

Encuesta para la recepcion y el transporte de las muestras en el IPK.

7.

o gk w b E

Fecha:
Nombre del Paciente No.: Hora de llegada:

Tiempo de demora de inscripcion:

Tiempo de conservacion en refrigerador

Tiempo de traslado al laboratorio de referencia:

Salario del técnico de recepcidon de muestras:

Materiales utilizados:

Guantes (cantidad en el dia):
Cesta (cantidad):

Boligrafo (cantidad, indagar cada qué tiempo lo cambia) , tiempo de uso
aproximado
Libro de inscripcion (cantidad, indagar cada qué tiempo lo cambia): tiempo

de uso aproximado

8.

Datos generales del local

Técnicos:

Numero de inscripciones diarias (como promedio):

Sobre el local de inscripcién

Mesas (cantidad):

Sillas para los técnicos (cantidad):

Aire acondicionado (cantidad y marca):

Ventilador (cantidad y marca):

Refrigerador (cantidad y marca):

Archivo o gavetero (cantidad):

Otros (describa):




ANEXO 6

Encuesta para la realizacion de la prueba cualitativa y la microtécnica de la prueba
semicuantitativa del FAB en el LNREB.

Fecha: , himero de la muestra: ,
Marque con x si es la tltima que hizo en el dia

1. Referido a la inscripcion de la muestra

1.1 Fecha de llegada de la muestra:

1.2 Antes de inscribir la muestra que tiempo estuvo refrigerada , dias.
1.3 Fecha de inscripcion de la muestra: Hora

1.4 Tiempo de inscripcion:

1.5 Quién la realiza: salario:

2. Referido a la prueba FAB.
2.1 Hora de inicio de la realizacion de la prueba FAB cualitativa:
2.2 Utilizo el Vortex u homogenizé la muestra manualmente:

Vortex (marque con Xx): Manual (marque con x):
2.3 Quién la realiza: salario:
2.4 Puntas (cantidad) , ¢cuantas veces se reutiliza una punta?:

2.5: Tiempo de anotacion en el libro para la prueba:

2.6 Hora de terminacion de la realizacion de la prueba cualitativa (FAB):

Si el resultado es negativo pase a la pregunta 2.24 (no llene de 2.7 a 2.23)
2.7 Hora de inicio de la realizacién de la prueba semicuantitativa del FAB en
tubo

2.8 Quién la realiza: salario:

2.9 Puntas (cantidad) , ¢ Cuantas veces se reutiliza una punta?:

2.10 Pipetas (cantidad) , ¢ Cuantas veces se reutiliza una pipeta?:

2.11 Solucion salina (cantidad en ml): 2.12 Suspension bacteriana
(cantidad en ml)

2.13 Tubos de cristal (cantidad de tubos) , ¢, Cuantas veces se reutiliza un
tubo?:

2.14 Hora de terminacion de la prueba semicuantitativa del FAB en tubo:
2.15 Tiempo de lectura de la prueba al dia siguiente:

2.16 Hora de inicio de la realizacion de la microtécnica de la prueba semicuantitativa del
FAB

2.17 Quién la realiza: salario:

2.18 Puntas (cantidad) , ¢, Cuantas veces se redutiliza una punta?:

2.19 Pipetas (cantidad) , ¢, Cuantas veces se reutiliza una pipeta?:

2.20 Solucion salina (cantidad en ml): 2.21 Suspension bacteriana

(cantidad en ml)



2.22 Placa de 96 pocillos (cantidad de pocillos) , ¢, Cuéntas veces se reutiliza una
placa?:
2.23 Hora de terminacion de la microtécnica de la prueba semicuantitativa del FAB: -

2.24 Tiempo de lectura de la prueba al dia siguiente:
2.25 Tiempo de anotacion en el libro el resultado de la prueba:
2.26 Se presilla el resultado a la orden de laboratorio: Si_ , No____
2.27 Guantes (cantidad por pares en el dia para brucelas) , ¢,Cuantas veces se
reutiliza el par de guantes?:
3. Datos generales del LNREB.
3.1 Sillas para técnicos (cantidad):
3.2 Refrigerador (cantidad y marca):
3.3 Aire acondicionado (cantidad y marca):
3.4 Incubadora de 37°C (cantidad y marca):
3.5 Frezzer - 20°C (cantidad y marca)
3.6 Gaveteros (cantidad):
3.7 Meceta (cantidad):
3.8 Computadora (cantidad):
3.9 Numero de luces (tubos de luz fria):
3.10 Vortex (cantidad)
3.11 Tiempo promedio del especialista dedicado a brucelas por mes:
Salario:
3.12 Tiempo promedio del Jefe del LNREB dedicado a brucelas por mes:
Salario:
3.13 Numero de pruebas de brucelas utilizadas en 2016:
3.14 Numero de pruebas de brucelas utilizadas en 2017 (hasta abril):
3.15 Libro de registro primario del LNREB (indague cuantas muestras se inscribieron
desde 2016 y el numero de hojas utilizado por afio): nimero de muestras afio 2016:
, himero de hojas 2016: __ ; numero de muestras afio 2017 (hasta abril):
, humero de hojas (hasta abril) 2017:




Anexo 7

Carta aval de la responsable del Laboratorio Nacional de Espiroquetas y Brucelas
(LNEB) del Dpto de Bacteriologia-Micologia del Centro de Investigacion, Diagnostico y
referencia

del IPK.

La Habana, 22 de diciembre de 2015.

A quien pueda interesar:

Por medio de la presente autorizo la utilizacién de 15 sueros positivos por técnicas seroldgicas de
referencia de MAT y HAT para leptospirosis, procedentes del diagndstico técnico especializado de rutina
y de la vigilancia nacional, en la investigacidon titulada Implementacién de un ensayo molecular para el
diagnostico de la brucelosis humana en Cuba, de la autora Dra Odisney Lugo.

Atentamente,
i
N
p v
i Ly} ("/'
P
U
Dra. Ana Margarita Ob n Fuentes

Responsable del Laborato¥io Nacional de Espiroquetas y Brucelas.
Centro de Investigacidn, Diagndstico y Referencia.
IPK.



Anexo 8

Carta aval del Jefe de Dpto de Virologia del Centro de Investigacion, Diagnostico y

Referencia del IPK.

La Habana, 22 de diciembre de 2015

A quien pueda interesar:

Por medio de la presente yo, Dra Belsy Acosta, Jafa del Departamento de Virologia, del
Centro de Investigaciones, Referencia y Diagnostico del IPK, autorizo al Laboratorio de
Espiroguetas de Brucelas del Depto de Bacteriologia-Micologia, a utilizar los sueros
donados por ios laboratorios de ITS-virales, Enterovirus, Arbovirus, Hepatitis, en las
tareas de in\;"estigacién que se realizan en este laboratorio. Estas muestras no entran
en conflicto ético, pues proceden del diagnéstico de rutina y la vigilancia riacional de

estas enfermedades.

Atentamente,

Dra. y Acasta Dr C,

Jefa del Departamento de Virologia

Centro de investigaciones, Referencia y Diagnostizo
IPK.



Anexo 9

Carta aval del Jefe de Dpto de Parasitologia del Centro de Investigacién, Diagnostico y

Referencia del IPK.

La Habana, 22 de diciembre de 2015

A quien puedz interesar:

FPor medio de la presente yo, Dr. Fidel Nuriez, Jefe del Departamento de Parasitologia,
del Centro de Investigaciones, Referencia y Diagnostico del IPK, autorizo al
Laboratorio de Espiroquetas de Brucelas del Depto de Bacteriologia-Micologia, a
utilizar los sueros donados por los laboratorios de Toxoplasma, en las tareas de
investigacion cue se realizan en estfe laboratorio. Estas muestras no entran en conflicto
ético, pues proceden del diagnoéstico de rutina y la vigilancia nacional de esta

enfaermedad.

Atentamente,

Dr. Fidel Nuriez,

Jefe del Departamento de Parasitologia

Centro de Investigaciones, Referencia y Diagnostico
IR



Anexo 10

Carta aval del Jefe de Laboratorio SUMA del Banco de Sangre de 23y 4.

La Habana, 22 de diciembre de 2015

A quien pueda interesar:

Por medio de la presente yo, Lic. Mabel Morales Hernandez, Jefa del Laboratorio
SUMA del Banco de Sangre de 23 y 4, autorizo al Laboratorio de Espiroquetas de
Brucelas del instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri” (IPK), a utilizar los sueros
donados por nuestra entidad, procedentes de individuos supuestamente sanos, en las
tareas de investigacion. Estas muestras no entran en conflicto ético, pues proceden de

individuos voluntarios donantes de sangre.

Atentamente,

Lic. Mabal Morales Hernandez
J’ Laboratorio SUMA
Banco de Sangre 23y 4



