CARTAS AL DIRECTOR

Valor de las pruebas de Rosa de
Bengala, Coombs y
contrainmunoelectroforesis para
diagnosticar los casos de brucelosis
humana en los que la seroaglutinacién
es negativa

Sr. Director. Las pruebas de Rosa
de Bengala (RB), seroaglutinacién
(SAT) y Coombs detectan anticuerpos
frente al lipopolisacarido (LPS) de
Brucella spp.}, y la de contrainmuno-
electroforesis (CIEF) frente a sus pro-
teinas citosélicas?®. Los titulos de la SAT
se correlacionan con los de la prueba
de RB?, sin embargo, excepcionalmen-
te en algunos casos de brucelosis cro-
nica la SAT puede ser negativa. Foz?
en un estudio de 286 pacientes encon-
tré dos casos en los que el titulo de la
SAT fue menor de 10. Marrodan (Bru-
celosis humana: Significado de las
inmunoglobulinas anti-lipopolisacari-
do, anti-polisacarido B y anti-protei-
nas en la evolucion clinica de la enfer-
medad, Tesis Doctoral, Universidad
de Navarra, Facultad de Farmacia
1998) encontro cuatro casos en los que
el titulo de la SAT fue menor de 20,
pero en todos la prueba de RB fue
positiva, con titulos que oscilan entre
4y 16.

Recientemente hemos recibido en
nuestro laboratorio dos muestras de
suero de dos pacientes con brucelosis
(cultivo positivo) con més de 4 meses
de evolucidn, y en los que el titulo de
la SAT fue menor de 20. Un suero fue
enviado por la Dra. I. Dorronsoro del
Servicio de Microbiologia del Hospital
de Navarra (Pamplona) y el otro por el
Dr. J. M. Hernandez-Molina del Hos-
pital de la Inmaculada (Uércal-Overa,
Almeria). En esta comunicacién pre-
sentamos los resultados de las prue-
bas de RB, SAT, Coombs y CIEF obte-
nidos con estos dos sueros, con el
proposito de llamar la atencién, una
vez mas, sobre su utilidad para la rea-
lizaciéon de un diagnéstico correcto de
la brucelosis.

La prueba de RB se realizé con una
suspension de B. abortus preparada
por el Central Veterinary Laboratory
(Weybridge, Surrey, Inglaterra) dilui-

da al 1:5 en el tampén original (tam-
poén lactato) y con el mismo pH (pH
3,6). Con cada suero se prepararon
dobles diluciones (desde 1:2 a 1:512)
en tampoén fosfato [PBS (PH 7,2)] y se
realizé la prueba con cada una de las
diluciones. Las pruebas de SAT, SAT
con 0,01 M de dithiothreitol (SAT-
DTT) y CIEF se realizaron segun las
técnicas previamente descritas®? y la
prueba de Coombs segun el procedi-
miento descrito por Otero et al® con
una sola modificacién, que consistié en
resuspender las células después del
lavado de las mismas en 100ul de PBS
conteniendo 0,1% de un inmunosuero
especifico antiimmunoglobulinas
humanas IgG o IgA (Operoén, Zarago-
za). Las placas se incubaron a tempe-
ratura ambiente y a las 18 horas se
procedi6 a su lectura. El andlisis de la
presencia de anticuerpos IgM frente al
LPS se realiz6 mediante la utilizacién
de los dipstick-IgM desarrollados por
Smits et al®.

Los resultados expresados en la ta-
bla 1 muestran que los titulos de la
prueba de RB de los sueros negativos
en la SAT (sueros 1y 2) fueron muy
similares a los obtenidos con los sue-
ros que se incluyeron como control.
Uno de éstos era positivo en la prueba
del dipstick-IgM (suero 3), y otro nega-
tivo, pero contenia anticuerpos agluti-
nantes resistentes al dithiothreitol
(suero 4). Los resultados de la prueba
de Coombs estan de acuerdo con los
publicados por Foz, quien repetida-
mente ha mostrado que en las bruce-
losis croénicas los titulos de SAT son
muy bajos o negativos y los del
Coombs superan en “8,16,32,64 y atn
mas veces” a los de la SAT 3.

Previamente ha sido mostrado que
la reactividad de los sueros en la CIEF
expresada segun: a) el numero de li-
neas de precipitacion, y b) el titulo en
el que se observa la formacion, al
menos, de una linea de precipitacién,
estd en relacién con el tiempo de evo-
lucién de la enfermedad? Estos
hechos explican los resultados obteni-
do con los sueros 1y 2, correspondien-
tes a casos de brucelosis con una larga
evolucion, que fueron los que desarro-
llaron el mayor nimero de lineas de

precipitacion y con los que se obtuvo el
titulo més alto en la CIEF con las pro-
teinas citosoélicas (tabla 1).

Los resultados obtenidos con la
prueba de RB, muestran que los anti-
cuerpos no aglutinantes a pH 7,2 son,
sin embargo, activos a pH 3,6, es decir
que recuperan su capacidad agluti-
nante a pH 4cido, y explican la supe-
rioridad de la prueba de RB sobre las
pruebas rapidas de aglutinacién en
placa en las que se utilizan las prepa-
raciones antigénicas denominadas
febrile antigen?, porque el pH acido
evita el fenémeno de zona.

Estos resultados, por otra parte,
plantean un problema muy concreto y
practico que es necesario resolver, que
no es otro que determinar si las sus-
pensiones de brucela que se emplean
en la reaccién de SAT (tubo o micro-
placa) deben ser preparadas o no en
un tampon acido. Finalmente hay que
decir que tres hipdtesis pueden expli-
car este fenémeno: a) que la negativi-
dad de la prueba de SAT se debe a un
fenémeno de inhibicién de la reaccién
de aglutinacion por anticuerpos IgA
bloqueantes’, fenémeno que debe
desaparecer a pH 3,6; b) que el valor
del pH afecta a la afinidad de los anti-
cuerpos IgG e IgA, y como consecuen-
cia, modifica su capacidad aglutinan-
te, y ¢) que este fenémeno se debe,
como en el caso de la brucelosis bovi-
nal, a que en los sueros analizados
SAT negativos y RB positivos, predo-
mina una subclase de IgG cuya capa-
cidad aglutinante es superior a pH
acido.

Manuel Rubio, Blanca Barrio
y Ramon Diaz
Departamento de Microbiologia. Servicio

de Microbiologia Clinica. Clinica
Universitaria. Universidad de Navarra.
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TABLA 1. Resultados de las pruebas de RB*, SAT#, Coombs* y CIEF obtenidos con los sueros SAT negativos y controles

Numero de suero Dipstick-IgM RB SAT Coombs CIEF
PBS DTT IgG IgA Numero de lineas Titulo
1 Neg 16 <20 <20 40.960 20.480 6 32
2 Neg 32 <20 <20 81.920 40.960 8 64
3 4 pos 128 5.120 320 Neg Neg 2 8
4 Neg 16 640 640 5.120 2.560 3 16

“Expresado en titulos.

RB: rosa de Bengala; SAT: seroaglutinacién; CIEF: contrainmunoelectroforesis; PBS: tampén fosfato; DTT: dithiothzeivol; Neg: negativo; Pos: positivo.
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Deteccion de cepas de Staphylococcus
aureus resistentes a la meticilina
mediante una prueba de aglutinacion
con latex

Sr. Director. Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SARM)
es un importante patégeno, funda-
mentalmente nosocomial, que produce
infecciones graves en servicios médi-
cos y unidades de alto riesgo de infec-
cion y que se aisla con frecuencia en
muestras de sangre, orina y tracto res-
piratorio inferior!. Segun los datos del
Cuarto Estudio Nacional de Staphylo-
coccus (1996), la prevalencia en
Madrid y Cataluiia de SARM fue del
27,7% y del 30,4% respectivamente!.

El mecanismo de resistencia de S.
aureus a la meticilina, estda determi-
nado por el gen mecA que codifica la
produccién de la PBP2a; en estas
cepas de SARM la PBP2a tiene una
baja afinidad para unirse a los anti-
biéticos B-lactamicos. Esta resistencia
puede ser homogénea o heterogénea, y
en este dltimo caso se observa en una
de cada 10%7 células de una poblacién
y s6lo se expresa en determinadas
condiciones de temperatura, pH y
osmolaridad. Algunos aislados pueden
presentar resistencia homogénea a
meticilina borderline por sobreproduc-
cion de B-lactamasas o de la PBP42,

Para detectar la resistencia a meti-
cilina en Staphylococcus aureus, dis-
ponemos de diferentes métodos; el de
referencia es la deteccién de mecA
mediante hibridacién de ADN o por

reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), pero ninguna de las dos técni-
cas esta al alcance de todos los labo-
ratorios de microbiologia debido a su
alto coste y a la dificultad de realiza-
cion®.

Otros métodos disponibles usados
comunmente para detectar la resis-
tencia a la meticilina son el agar con 6
ug/ml de oxacilina, la difusién con dis-
co y la microdilucién en caldo. Algu-
nas modificaciones como la incubacién
a 30-35°C en lugar de a 37°C, la adi-
cion de NaCl al 2% al medio de culti-
vo y la prolongacién del periodo de
incubaciéon a 24 o 48 horas en vez
de las 16-18 horas habituales, facili-
tan la deteccion de la resistencia.
Otros métodos rapidos automatizados
de microdilucién aportan resultados
en varias horas (3,5-11 horas). Estos
métodos pueden presentar problemas
para la deteccion de cepas con resis-
tencia heterogénea?.

Aparte de éstos, existe en el merca-
do microbioldgico la posibilidad de de-
tectar mediante una prueba de agluti-
nacién, la existencia de la PBP2a de
SARM, utilizando particulas de latex
sensibilizadas con anticuerpos mono-
clonales dirigidos frente a la PBP2a.
Algunos estudios han demostrado que
esta prueba tiene una sensibilidad del
97% y una especificidad del 100%*.

Debido pues a los datos de preva-
lencia observados en nuestro medio!
y a la diversidad de cuadros clinicos
que este microorganismo puede
generar (bacteriemia, endocarditis,
infeccion metastasica, enfermedad
mediada por toxinas [sindrome del
shock toxico, impétigo, sindrome de
la piel escaldada, enterocolitis, into-
xicacién alimentarial)® su identifica-
cién debe realizarse de forma rapida
y correcta.

Nosotros hemos realizado un estu-
dio, utilizando esta prueba de agluti-
nacién citada (que detecta la PBP2a
de SARM), denominada comercial-
mente MASTALEX-MRSA. Se estu-
diaron 96 aislados de Staphylococcus
spp. procedentes de sangre, catéteres
y secreciones respiratorias, recogidas
durante el periodo de 1999-2000. La
prueba se realizé siguiendo las reco-
mendaciones descritas por la casa
comercial (MAST DIAGNOSTIC;
Francisco Soria Melguizo). Para ex-
traer la PBP2a de las colonias éstas se
resuspenden en cuatro gotas de un
reactivo de extraccion 1y se someten
a 100°C durante 3 minutos, se deja
enfriar a temperatura ambiente y a
continuacién se afiade una gota del
reactivo 2. La suspension se centrifu-
ga a 3.000 rpm durante 5 minutos y se
mezclan 50 pl del sobrenadante con
una gota del latex sensibilizado; una

aglutinacién positiva a los 3 minutos
indica la presencia de la PBP2a.

Las personas encargadas de la rea-
lizacion de esta técnica no conocian
previamente la identificacion de la
cepa a aglutinar.

La identificaciéon microbiolégica
rutinaria de las cepas correspondien-
tes a S. aureus tuvo lugar observando
el crecimiento en placas de agar san-
gre de colonias pigmentadas amari-
llentas, visualizando la fermentacion
del medio con manitol salado, resul-
tando positiva la prueba de la coagu-
lasa y confirmandolo con el sistema
WIDER (Francisco Soria Melguizo).

La resistencia de S. aureus a meti-
cilina se determiné mediante la difu-
sion con disco a oxacilina y la deter-
minacién de la concentracién minima
inhibitoria (CMI) mediante el ante-
riormente citado sistema automatico
WIDER.

De las 96 cepas estudiadas, 48 ha-
bian sido identificadas en nuestro
laboratorio de forma rutinaria como S.
aureus, 24 sensibles a oxacilina (CMI
menor de 2 ug/ml) y 24 resistentes a
oxacilina (CMI mayor de 4 pg/ml) y las
otras 48 cepas restantes correspondian
a Staphylococcus coagulasa negativa,
24 sensibles a oxacilina (CMI < 0,25
ug/ml) y 24 resistentes a oxacilina. No
se incluyeron en el estudio cepas de S.
aureus con resistencia borderline.

Los 24 SARM presentaron una aglu-
tinacién con latex claramente positiva,
observiandose una sensibilidad del
100%. Ningan S. aureus sensible a la
oxacilina ni Staphylococcus coagulasa
negativa sensible o resistente a oxaci-
lina dio un resultado positivo con la
prueba de latex, obteniendo por tanto
una especificidad del 100% aunque
consideramos necesario ampliar el
estudio a cepas con resistencia border-
line para verificar esta especificidad y
no obtener falsos positivos.

Para nosotros ha resultado una téc-
nica de metodologia sencilla, donde se
necesita escaso material (colonias del
microorganismo, tubos eppendorf,
bafio de agua a 100°C, centrifuga a
3.000 rpm y los reactivos especificos
incluidos en el kit comercial) y que
aporta resultados de facil interpreta-
cién en un tiempo maximo de 20
minutos con buena sensibilidad y
especificidad. Ademds presenta la
ventaja de poder ofrecer al clinico,
datos de posible resistencia a la meti-
cilina desde el mismo momento en que
disponemos de colonias compatibles
con S. aureus en las placas de agar
sangre y por lo tanto susceptibles de
ser aglutinadas con particulas de
latex sensibilizadas.

Como conclusiéon final podemos
extraer la idea de que MASTALEX
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