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Resumen: El incremento del nimero de muestras procedentes de pacientes con sospecha de brucelo-
sis humana en Cuba, ha provocado que en ocasiones se agote la suspension bacteriana del FAB en los
laboratorios provinciales, lo cual conlleva a retrasos en el diagnostico, tratamiento, notificacion y se-
guimiento de casos confirmados. La presente investigacion validd y estimé los costos econdmicos par-
ciales de una microtécnica del FAB, como propuesta para la deteccion de anticuerpos contra Brucella
spp. en humanos. Se realizd un estudio de corte transversal, entre enero y junio de 2017 en 486 sueros
de casos sospechosos cubanos. Se emplearon como sistemas de referencia los ELISA IgM e IgG contra
Brucella spp. La estimacion de los costos se realizé en 182 sueros recibidos en el LNREB durante mar-
zo y abril de 2017. Se obtuvo, para la microtécnica del FAB comercial, 100% de especificidad y 98% de
sensibilidad. La concordancia entre el FAB comercial y la microtécnica resulté muy buena (Kappa =
0,8816). Los costos economicos estimados para una determinacién fueron de 617,19 CUP. La microtéc-
nica del FAB comercial demuestra ser una herramienta robusta y segura, capaz de reemplazar la meto-
dologia utilizada actualmente, por lo que se recomienda su uso en la red nacional de laboratorio de sa-
lud publica en Cuba.



Convencion Internacional de Salud, Cuba Salud 2018

I. INTRODUCCION

La brucelosis se considera una enfermedad “olvidada” a pesar de ser una de las cinco zoonosis
bacterianas mas frecuentes en todo el mundo (1). Su agente etioldgico son las bacterias del género
Brucella, de ellas B. melitensis, B. abortus, B. suis y B. canis son patdgenas para el hombre (2). La
infeccidn del ser humano ocurre de forma accidental y estd intimamente relacionada con la enferme-
dad en los animales domésticos (3). Los pacientes pueden presentar sintomas leves e inespecificos o
cuadros severos, debilitantes e incapacitantes (4). Es importante destacar que cuando el diagnéstico de
esta patologia no es oportuno existen mayores posibilidades de que el individuo evolucione hacia la
cronicidad y de que aparezcan complicaciones o focalizaciones que, hasta en el 20 % de los afectados,
se asocian a discapacidades (5).

Los pilares fundamentales para confirmar la infeccién por brucelas son la elaboracién correcta de la
historia clinico — epidemioldgica y los resultados que brinda el laboratorio de microbiologia (6). En este
sentido, las técnicas seroldgicas, debido a que los resultados que se obtienen a través de ellas pueden ser
reproducidos con facilidad en diferentes laboratorios, son las mas generalizadas en las regiones donde la
brucelosis humana representa un problema de salud. Ellas permiten la deteccién de anticuerpos antibru-
celas especificos de tipo IgM, IgG e IgA. Entre los métodos mas utilizados para este fin se encuentran la
técnica Rosa de Bengala, la Seroaglutinacion en Tubo (SAT) y los Ensayos Inmunoenzimaticos
(ELISA, del inglés Enzyme Linked Inmunosorbent Assay) (7). Estos ultimos permiten conocer si el pa-
ciente cursa por la etapa aguda o crénica de la enfermedad (8).

Debido a que en Cuba la brucelosis humana es una enfermedad de declaracion obligatoria (9) su dia-
gnédstico microbioldgico se efectud durante muchos afios mediante cultivo y técnicas serologicas case-
ras. Pero, a partir de la década del 90 del pasado siglo, debido al inicio del “periodo especial”, comenza-
ron a escasear en la mayoria de los laboratorios los reactivos e insumos necesarios para la confirmacién
microbioldgica de la infeccidn por brucelas (10), y no es hasta el afio 2012 que el MINSAP logra adqui-
rir e introducir en el Laboratorio Nacional de Referencia de Espiroquetas y Brucelas (LNREB) del
“IPK” y en los laboratorios de los Centros Provinciales de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia
(CPHEM) de todo el pais el sistema serologico comercial FAB (del inglés Febrile Antigen Brucella).
Este sistema seroldgico, que es comercializado por la firma Diagnostic Senese SpA (DIESSE), permite
la pesquisa de anticuerpos contra brucelas y cuenta de una prueba inicial cualitativa que se realiza en
tarjeta y clasifica el suero como no reactivo o reactivo, para luego aplicar a los ultimos la prueba semi-
cuantitativa que se efectla en tubos y permite conocer hasta que dilucion del suero del paciente estan
presente esos anticuerpos (11). Su evaluacion, en nuestras condiciones, demostrd que es un diagnostica-
dor robusto, sensible, especifico y seguro, por lo que contribuyé al rescate del diagnostico y la pesquisa
de la enfermedad en el pais (10).

Durante los Gltimos tres afios el numero de sueros recibidos en el LNREB ha aumentado significati-
vamente. Este hecho ha provocado, en ocasiones, el agotamiento del antigeno FAB y, por ende, el atra-
so en la confirmacion de la infeccidn de los sueros que se estudian. En particular la prueba semicuanti-
tativa 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 ul) y suspension
bacteriana (350 pul), lo cual determina que por cada estuche o kit solo se puedan estudiar 80 sueros (11).

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
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permita el estudio de un mayor niamero de sueros por estuche, la reduccion, por determinacién, de los
recursos (incluyendo el reactivo) y que se agilice la labor del personal de laboratorio. Para lograr lo ex-
puesto nos trazamos los siguientes objetivos:

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

2. Aplicar la microtécnica del FAB vy 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.

Il. METODO

A. Disefio de la investigacion y sitio de estudio

Se realiz6 un estudio de corte transversal para validar y estimar los costos econdémicos parciales de la
microtécnica del FAB, que se utiliza para la deteccion de anticuerpos contra Brucella spp. La investiga-
cién se efectlo en el Laboratorio Nacional de Referencia de Espiroquetas y Brucelas (LNREB) del IPK,
entre enero y junio de 2017.

B. Universo de estudio y muestras

El universo de estudio quedo constituido por todos los sueros que se recibieron en el LNREB para vi-
gilancia de la brucelosis humana entre enero y junio de 2017, y por los pertenecientes a las serotecas de
los laboratorios del Centro de Diagnostico, Referencia e Investigacion del IPK. Las muestras que se
emplearon en esta investigacion fueron divididas en grupos. Grupo I: siete sueros controles de la serote-
ca del LNREB del IPK, con titulos conocidos y obtenidos por la técnica semicuantitativa en tubos del
FAB, de ellos dos eran negativos (sin titulo) y cinco seropositivos con titulos de 20, 40 (reactivo), 80
(sospechoso), 160 y 320 (positivo), respectivamente (objetivo 1). Grupo Il: 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 (objetivo 1). G I11: 100 sueros de pacientes negativos a brucelosis humana
por las técnicas mencionadas con anterioridad [50 de donantes de sangre aparentemente sanos y 50 de
individuos con patologias infecciosas cuyos agentes etioldgicos pueden cruzar antigénicamente con
Brucella spp. (Leptospira spp. (10), Toxoplasma gondii (10), Virus de Hepatitis B (10) y C (7), Citome-
galovirus (10) y Virus Epstein Barr (3)] (objetivo 1). Grupo IV: 486 sueros recibidos en el LNREB para
diagndstico y referencia, entre marzo y junio de 2017 (objetivo 2). Para cumplimentar el objetivo 3 se
utilizaron, en particular, los 182 sueros que se recibieron en el laboratorio para diagnéstico durante los
meses de marzo y abril de 2017.

C. Técnicas y procedimientos

Con la finalidad de detectar la presencia de anticuerpos anti-brucelas se emplearon el estuche comer-
cial FAB vy los sistemas ELISA-IgM y ELISA-1gG para Brucella. En cada caso se procedié segun las
indicaciones del fabricante (10, 12).
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C.1. Normalizacion de la microtécnica del FAB utilizando sueros controles

Para la normalizacion de la microtécnica en placa del FAB se realizaron modificaciones a la metodo-
logia descrita para la prueba semicuantitativa del FAB de la firma comercial DIESSE con referencia
21212/CUB. Se disminuyeron en su décima parte los volimenes de solucion salina (SS), suero y sus-
pension bacteriana propuestos. Se emplearon placas de 96 pocillos de poliestireno de fondo U. Los ma-
teriales utilizados fueron puntas (de 5 a 200 pl), pipeta semiautomatica (2 a 20 pl) y pipeta semiautoma-
tica multicanal (5 a 200 pl). Los ensayos se realizaron con los sueros del grupo | y se prosiguié como
sigue: se afiadieron 190 pl de SS en el primer pocillo y 100 pl en los restantes seis 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 1:1280. Final-
mente se adicionaron 5 ul de la suspension bacteriana, se cubrieron las placas con nylon y se colocaron
en incubacion con atmosfera himeda, a 37°C de 18 a 24 horas. Posteriormente se realizo la lectura vi-
sual, esperando encontrar formacion de la malla de aglutinacion segun las diluciones que tenian los sue-
ros positivos, y el punto de sedimentacion o boton en los sueros negativos.

Se esperd encontrar un 100% de concordancia entre los titulos conocidos de los sueros controles y los
resultados obtenidos por la microtécnica. Ademas, 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, esperan-
dose obtener los mismos resultados en el 100% de las repeticiones.

C.2. Evaluacién de la microtécnica del FAB

Para calcular los parametros de sensibilidad y especificidad diagndsticas de la microtécnica del FAB,
se utilizaron las muestras de sueros de los grupos Il y I1l. Se tomaron como pruebas de referencia los
sistemas ELISA-IgM y ELISA-1gG Brucella.

C.3. Aplicacion de la microtécnica del FAB

A los sueros del grupo 1V, reactivos a la prueba cualitativa del FAB, se les aplico la microtécnica en
placa del FAB vy la metodologia de la prueba semicuantitativa en tubos descrita por el fabricante (10),
para luego comparar los resultados obtenidos por ambas técnicas. Debido a las posibles diferencias en-
tre la microtécnica y el FAB comercial, en cuanto a soporte y volimenes, se admitieron variaciones en
+ 1 dilucion entre los resultados de ambas técnicas. La interpretacion de los resultados de las dos prue-
bas se realizd6 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.

D. Costos: recoleccion y clasificacion

El andlisis de costos se realizé desde la perspectiva del LNREB. Se estimaron los costos de las tres
actividades para completar el diagnostico: recepcion de las muestras, ejecucion de la prueba cualitativa
FAB vy la realizacion de la microtécnica del FAB. Los datos para realizar el calculo de los costos direc-
tos se recolectaron por microcosteo, a través de la técnica de informantes claves para describir la ficha
del proceso. La informacidn sobre la recepcion de la muestra en el IPK y el traslado al LNREB, asi co-
mo de la ejecucion del FAB cualitativo, semicuantitativo en tubo y de la microtécnica se obtuvo a partir
de dos encuestas descriptivas disefiadas al efecto. Por otra parte, los costos indirectos se tomaron como
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el 49% de los costos directos del LNREB, a partir de la informacién del Departamento de Contabilidad
del IPK.

E. Analisis de los datos

La informacion que se obtuvo en esta investigacion se introdujo en Bases de Datos disefiadas al efec-
to empleando el programa Excel (Microsoft Office), y para su analisis se utilizaron el paquete estadisti-
co EPIDAT 3.1. y el ADD-IN de EXCEL@RIisk. Se calcularon los porcentajes de sensibilidad y espe-
cificidad diagnosticas, asi como el indice de concordancia o validez entre la metodologia propuestay la
convencional, estimandose un intervalo de confianza (IC) del 95% y un valor de p < 0,05. Para el
calculo de la media de los costos en cada diagnostico que se realiz6 por la microtécnica o el FAB con-
vencional se aplico una simulacién Monte Carlo para cada variable “inputs” (ej: tiempo que el técnico
utiliza para realizar una determinacion). Todos los costos fueron expresados en CUP utilizando, para
aquellos productos que son importados, la tasa oficial de cambio de 1USD= 24 CUP.

I1l. RESULTADOS

A. Validacion de la microtécnica del FAB para la deteccion de anticuerpos contra antigenos de Bruce-
lla.

Para la utilizacién 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 deteccién de anticuerpos anti-brucelas que pueden estar
presentes en el suero de individuos con brucelosis humana (10).

Al aplicar la microtécnica a los sueros controles que conformaron el grupo | de las muestras de traba-
jo, existio total concordancia entre los resultados obtenidos y los titulos conocidos, por lo que la exacti-
tud fue del 100%. Los mismos resultados se obtuvieron en cada una de las repeticiones realizadas al
trabajar cada una de las muestras por triplicado en dias alternos, obteniéndose un 100% de precision y
guedando demostrada la repetibilidad del ensayo.

Para la evaluacion de la microtécnica del FAB se emplearon como técnicas de referencia los sistemas
ELISA-IgM y ELISA-1gG Brucella, porque se consideran de elevada sensibilidad y especificidad para
el diagndstico de brucelosis humana (12, 13). No se utilizo el cultivo por falta de la infraestructura ne-
cesaria en el LNREB-IPK para el manejo de aislados de este microorganismo. De los 50 sueros positi-
vos a brucelosis humana (grupo 1), 49 resultaron positivos por la microtécnica de FAB. Solo uno de
ellos no presentd anticuerpos contra brucelas en ninguna de las siete diluciones efectuadas. Al mismo
tiempo, los 100 sueros del grupo 11l (negativos a brucelosis humana) resultaron negativos por la mi-
crotécnica del FAB (ver figura 1).
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Figura 1. A: Reacciones de aglutinacion de los sueros del grupo Il en placas de 96 pocillos y fondo U. B: Reacciones de
aglutinacion de los sueros del grupo 111 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.

A partir de los resultados obtenidos se calcularon los indicadores de desempefio de la microtécnica de
FAB, resultando que la sensibilidad diagndstica fue de 98,0%, la especificidad del 100% (0/100), el
indice de validez del 99, 33%, el indice de Youden de 0,98 y los valores predictivos positivo y negativo
del 100% vy el 99,01%, respectivamente. Estos resultados corroboran la capacidad de este sistema para
detectar anticuerpos contra brucelas en muestras de suero, e indican que la técnica propuesta es confia-
ble para clasificar como enfermos o sanos a individuos con sospecha de la enfermedad (14).

B. Aplicacion de la microtécnica del FAB y el sistema comercial del FAB, en sueros de casos sospecho-
sos 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 cualita-
tiva (en tarjeta) del FAB. La tabla 1 muestra la concordancia obtenida (en = 1 dilucion seriada y al do-
ble) entre los resultados por la microtécnica y la prueba semicuantitativa en tubos del FAB, cuando se
estudiaron los 282 sueros reactivos en tarjeta. Notese que de manera general existié 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 1. Coincidencia entre los titulos de los sueros de casos sospechosos de brucelosis humana, obtenidos por la prue-
ba semicuantitativa del FAB comercial y por la microtécnica de FAB.

FAR en placas de foruin U {titulos}
FAB en Coincidencia

tuhos ent 1 dil

{titulos) NR 20 40 80 160 320 640 1280 2560 5120 Total n/N (%6}
NR 2 1 3 3/8 (100}
20 1 28 14 * I 45 42/45 (95,6}
40 2 16 a5 24 38 86/88(97,8)
80 a 27 39 12 82 78/82 (93, 9}
160 1 23 17 [ 46 46/47 (97,9)

320 5 2 1 9 9/9 (100)
640 1 1 2 4 /4 {100}
1280 > 2 2/2 {100}
2560 1 1 171 {100}
5120 1 1 1/1 (100}

2737282
Total 5 49 88 87 26 o 2 2 3 1 282 {100}
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Fuente: Registros del LNREB del IPK. Leyenda: NR: no reactivo; %: porcentaje; n: ndmero de sueros coincidentes;
N= total de sueros.

El titulo de anticuerpos semicuantificados, permite la agrupacién de los resultados por categorias. En
consecuencia, se consideran reactivos los titulos de 20 y 40, sospechosos los titulos de 80 y con valor
diagndstico los titulos iguales o superiores de 160 (10). El analisis y las comparaciones de los resultados
de las muestras, al emplear la prueba semicuantitativa del FAB y la microtécnica del FAB se realizd a
partir de la clasificacién de las muestras en las categorias explicadas. Como se muestra en la tabla 2, las
mayores discrepancias, aungue 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.

Tabla 2. Clasificacion de los sueros del grupo I1, segln los titulos de anticuerpos, por la prueba semicuantitativa en tubo de
FAB y por la microtécnica de FAB.

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

Fuente: Registros del LNREB del IPK
Leyenda: (a): titulos entre 20-40, (b): titulo de 80, (c): titulo >160; n: total de sueros; %: porcentaje; N= 282.

La estimacidn de la concordancia entre los resultados que se obtuvieron por el FAB comercial y la mi-
crotécnica de FAB, se realizd mediante el indice de Kappa y para su interpretacion cualitativa se utilizd
la propuesta de Landis y Koch (15). 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 andlisis
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 considerar como muy buena la concordancia
existente entre los resultados obtenidos por las dos pruebas analizadas.

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

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. Estos resultados ponen en evidencia que la microtécnica ademas
de permitir estudiar un mayor nimero de sueros por estuche y reducir el tiempo de ejecucion de la
técnica, tiene un coste mas econdémico en las condiciones actuales. 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 y en particular en el costo del antigeno por determinacion que
es el elemento contable que varia de 28,21 CUP para la prueba semicuantitativa en tubo a 3,22 CUP
para la microtécnica.
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IV. CONCLUSIONES

Podemos concluir que la microtécnica del FAB propuesta en esta investigacion detecta anticuerpos
totales contra Brucella, con gran precisién, exactitud, y adecuados indicadores de desempefio con rela-
cién a los métodos confirmatorios. Asimismo, se constatd que los resultados que arroja tienen muy bue-
na concordancia con los obtenidos por el FAB disponible y que su costo econdmico, para el nivel tercia-
rio de salud, es inferior al de este ultimo. Los elementos expuestos sugieren que resultaria adecuada su
incorporacion al algoritmo seroldgico de laboratorio para el diagnostico y la pesquisa de la brucelosis
humana en nuestro medio.
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