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Respuesta al tratamiento de

brucelosis en ninos.
Evaluacion con reaccion de Huddleson y PCR

RESUMEN
Introduccioén: la brucelosis representa un
problema de salud publica y requiere de
un diagnéstico minucioso. Produce recai-
das frecuentes aun con tratamiento ade-
cuado. El objetivo fue evaluar la respuesta
al tratamiento en nifios con brucelosis
mediante seroaglutinacion de Huddleson
y la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés).
Material y métodos: se siguié con pruebas
de seroaglutinacién de Huddleson y con
PCR para Brucella sp. a las 6, 12 y 24
semanas, a una cohorte de nifios con bru-
celosis. Se utilizé trimetoprim-sulfametoxa-
zol y rifampicina en la mayoria de los ca-
sos. Se evalué la evolucién hacia fracaso
terapéutico o recaida.
Resultados: se ingresaron 23 nifios. La
mediana en edad fue 4.7 afios; 61 % con-
sumié productos lacteos no pasteurizados.
La duracién de los sintomas fue de siete
dias a un afno. Se aislé Brucella sp. en he-
mocultivo en dos de 21 nifios y Brucella
melitensis en mielocultivo en uno de cua-
tro niflos; 69 % tuvo serologia positiva
(Huddleson) con titulos de 1:160 a
1:12000. En 21/21 (100 %) nifios la PCR
fue positiva al ingreso al estudio. A las seis
semanas, 17 % presento fracaso terapéu-
tico. A las 12 semanas, tres nifios (13 %)
persistieron con PCR positiva y se cambié
de antimicrobianos. A las 24 semanas, cin-
co nifios (21.7 %) presentaron recaida. Un
nifio persistié positivo a pesar del cambio
de esquema antimicrobiano. La concor-
dancia entre las dos pruebas fue baja en
los tres periodos de seguimiento: x = 0.08,
k =0.12y k = 0.28, respectivamente.
Conclusiones: esta investigacion sugiere
que el tiempo de tratamiento de seis se-
manas tal vez no sea suficiente para la
eliminacion de la Brucella. Por otro lado,
la prueba de PCR puede utilizarse en la
deteccion temprana de recaidas.

SUMMARY

Introduction: brucellosis poses a significant
public health problem and requires metic-
ulous diagnosis; the outcome has frequent
relapses even when the treatment is ap-
propriate.

Objective: To evaluate the response to the
treatment in children with brucellosis by
means of Huddleson seroaglutination test
and PCR.

Methods: Using a prospective design, a
cohort of children with brucellosis was fol-
lowed up by carrying out Huddleson se-
roaglutination test of and PCR for Brucel-
la at 6, 12 and 24 weeks. Most of children
were treated with trimetoprim + sulfame-
toxazole and rifampicine. The progress to-
wards therapeutic failure or relapse was
evaluated.

Results: twenty-three children fulfilled the
inclusion criteria. The median age was 4.7
years; 61 % had consumed potentially in-
fected milk or dairy products. The duration
of symptoms ranged from seven days to
one year. Brucella sp. was isolated in
blood culture in two of 21 children and Bru-
cella melitensis in myeloculture in one of
four children. 69 % had positive Huddle-
son serological test from 1:160 to
>1:12000. PCR tested positive in 100% of
children when entering to the study. Six
weeks after beginning treatment 17% of
children had therapeutic failure. At twelve
weeks, three children (13 %) persisted with
positive PCR and their antimicrobial treat-
ment was modified. At twenty-four weeks,
five children (21.7 %) presented relapse. A
child persisted positive in spite of modify-
ing the antimicrobial scheme. The agree-
ment between the two tests was low in the
three follow up periods (k = 0.08, x =0.12
and « = 0.28 respectively).

Conclusions. A 6-weeks period treatment
cannot be enough to eliminate Brucella.
PCR test can be used to early identify re-
lapses.
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Introduccion

La brucelosis representa un problema de salud
ptblica en México.! La Direccién General de
Epidemiologia de la Secretarfa de Salud notifi-
c6 2164 casos para la semana 52 del afio
2005. Los estados con mayor incidencia fue-
ron Coahuila, Nuevo Leén, Sinaloa y Gua-
najuato.” La seroprevalencia varia de 0.24 a
13.5 % y a nivel nacional se estima en 3.24 %,
pero en areas endémicas puede llegar a 18.6 %.3*
Se calcula que el nimero de casos puede ele-
varse de tres a 26 veces debido al importante
subregistro, por lo que ascenderia de 18 mil a
156 mil casos por afo.>

En mas de 90 % de los pacientes, la bru-
celosis suele manifestarse con un cuadro
febril que puede comprender un breve pe-
riodo, pero dadas las caractetisticas patogé-
nicas la enfermedad tiende a mantenerse ac-
tiva durante largo tiempo.»*® En la fase aguda
se diagnostica menos de 1 % de los casos,’
por lo que una proporciéon importante evo-
luciona a complicaciones serias (1 a 30 %).°
Cuando la infeccién tiene mas de dos me-
ses es capaz de afectar bazo, higado, médula
6sea, o incluso articulaciones y columna
vertebral.®”’ Las formas localizadas estan ge-
neralmente relacionadas con ausencia del or-
ganismo en sangre. Esta localizacion puede ser
una manifestacién clinica de brucelosis bacte-
riémica, por lo que debe considerarse una com-
plicacién y una manifestacién crénica. Esto se
debe a que Brucella es un organismo capaz de
sobrevivir y multiplicarse dentro de las células
del sistema fagociticomononuclear, de ahf que
la enfermedad tenga un curso clinico prolon-
gado, con recaidas que van de 4 a 41 %.'"

El espectro clinico diverso de la brucelosis,
sobre todo en la forma crénica, puede hacer
que el diagnéstico se pase por alto o se retarde
si el médico no tiene alta sospecha de su exis-
tencia. Aunque el diagndstico de la brucelosis
humana se basa en la serologia y el aislamiento
de la bacteria, el diagndstico definitivo sélo se
establece con el cultivo.!! Sin embargo, la pro-
porcién de cultivos positivos vatfa entre 15 y
85 %.% La Norma Oficial Mexicana NOM—
022-S8A2-1994, para la prevencion y control
de brucelosis en el hombre en el primer nivel de
atencidn establece que el diagndstico de bru-

celosis se realiza por medio de rosa de Ben-
gala, aglutinaciéon estandar y 2-mercaptocta-
nol, ademas de las pruebas confirmatorias de
laboratorio (hemocultivo o mielocultivo posi-
tivos).> Aunque los médicos del primer nivel
de atencién generalmente atienden pacientes
en la fase aguda, es importante indicar que en
la brucelosis localizada o crénica, tanto las prue-
bas serolégicas como los cultivos pueden ser
negativos.>®’ Ademds, con excepcion de la prue-
ba del 2-mercaptoetanol, las pruebas de seroa-
glutinaciéon no permiten evaluar el estado de
actividad de la enfermedad.”!?

Debido a las limitaciones de los métodos
serolégicos, sobre todo para la evaluacion te-
rapéutica de la brucelosis, es necesatio incot-
porar otros que permitan mejorar la exactitud
y rapidez del diagnéstico, asi como la vigilan-
cia de la respuesta al tratamiento. Una alterna-
tiva es el uso de la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR), mediante la cual se pueden
detectar de manera especifica y en unas cuan-
tas horas, fragmentos del genoma de un orga-
nismo.!?!® El objetivo del presente estudio fue
evaluar clinicamente y mediante la seroagluti-
nacién de Huddleson y PCR, la respuesta al
tratamiento en nifios con brucelosis.

Material y métodos

De junio de 1999 a agosto de 2004 una co-
horte de nifios con diagndstico de brucelo-
sis fue seguida en forma prospectiva por 24
semanas. Los nifios recibieron atencién en
la consulta externa o area de hospitaliza-
cién del Hospital Regional de Especialida-
des 25 del Instituto Mexicano del Seguro
Social en Monterrey, Nuevo Leén. El pro-
tocolo de este estudio fue aprobado por el
Comité Local de Investigacién y Etica de
la unidad. Se dio informacién detallada a
los tutores de los nifios acerca de la natura-
leza, objetivo y métodos, y se solicitd su
consentimiento de acuerdo con los Principios
éticos para las investigaciones médicas en seres
humanos, de la Declaracion de Helsinki.

El diagnéstico de brucelosis se establecié
con base en la presencia de datos clinicos com-
patibles como fiebre, lesiones osteoarticulares
(poli o monoartritis, sacroileftis, granulomas
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6seos, abscesos), problemas abdominales (he-
patoesplenomegalia, hepatitis, granulomas en
higado o bazo), neurolégicos (meningitis, en-
cefalitis, polineuritis, mononeuritis), respirato-
rios (bronquitis crénica) y hematolégicos (ane-
mia hemolitica, pancitopenia). Y por la presencia
de dos de los siguientes criterios: pruebas mi-
crobiolégicas y seroldgicas positivas; antecedente
de ingesta de alimentos producidos con leches
no pasteurizadas o contacto directo con anima-
les enfermos o sus desechos.

Se excluyeron los pacientes con alergia a
los antibiéticos utilizados como tratamiento y
se eliminaron quienes no aceptaron la toma de
las muestras sanguineas y que no completaron
el seguimiento.

A cada paciente se le tomaron dos mues-
tras de sangre de punciones venosas periféri-
cas diferentes o una por puncién y otra por
catéter, para hemocultivo, procesadas en el
sistema automatizado BACTEC 9120 (Bec-
ton Dickinson Diagnostic Instrument System,
Franklin Lakes, NJ USA) siguiendo las reco-
mendaciones del NCCLS. Una parte de estas
muestras (3 mL) fue utilizada para la prueba
de seroaglutinaciéon de Huddleson siguiendo
las instrucciones del fabricante (antigenos fe-
briles Interbiol, Interbiol, México). Se consi-
deraron como titulos positivos de seroaglu-
tinacién de Huddleson cuando éstos fueron
= 1:160.5 Cuando esta prueba fue positiva a
un titulo > 1:320, se determiné la aglutina-
cién en una dilucién 1:10 del suero proble-
ma, por lo que diluciones con aglutinacién
superiores se multiplicaron por 10.

Se llev6 a cabo prueba de PCR de la si-
guiente forma:

Cepas control: el Instituto Nacional de Diag-
néstico y Referencia Epidemiolégica propor-
cioné cepas de referencia de Brucella abortus,
Brucella melitensis y Brucella ovis; la Producto-
ra Nacional de Biolégicos Veterinarios, las ce-
pas vacunales S19 y RB51 de Brucella abortus.

Extraccion de DNA: se utiliz6 el método
fenol-cloroformo adecuado por Martinez-
Vizquez en 1997.'

Reacciones de PCR: se realizaron en volu-
men de 25 puL, utilizando 10-200 ng de DNA,
25 a 50 pmol de cada uno de los iniciadores,!”
200 uM de cada uno de los 4 desoxinucleoti-
dos trifosfatados (GIBCO-BRL, Gaithersburg,
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MD USA), 1 a 3 mM de MgCl,, 1X Buffer
Taq (200 mM Tris-HCI, 500 mM KCl, pH 8)
y 2.5 unidades de Taq-DNA polimerasa (GIB-
CO-BRL, Gaithersburg, MD USA). Se utilizé
un termociclador modelo Ericomp (Ericomp
Inc., San Diego, CA USA) con los siguientes
pardmetros: 2 minutos a 94 °C, seguido de 35
ciclos de tres pasos/ciclo como sigue: desna-
turalizacién a 94 °C/1 minuto, alineamiento
de iniciadores a 60 °C/1 minuto y una exten-
sibn a 72 °C/1 minuto con una extensién final
de 10 minutos a 72 °C.

Reacciones de PCR anidada (Nested-PCR):
tomando como templado 2 pl. del producto
amplificado por PCR se realizé una Nested-
PCR utilizando los iniciadores reportados por
Leal-Klevezas y colaboradores.!® Ias condicio-
nes de la reaccién y del programa del termoci-
clador fueron las mismas que para la reaccién
de PCR anterior. Los productos amplificados
(5 pL) fueron fraccionados por electroforesis
en geles de agarosa (1.5 % p/v) con un flujo
eléctrico de 100 V, se tifieron con bromuro de
etidio (0.5 pg/ml) y se fotografiaron con ca-
mara Polaroid (GelCam DS-34, England, UK)
con filtro para luz ultravioleta. La prueba de
PCR se considetd positiva cuando se amplificd
un fragmento de aproximadamente 200 pares
de bases (pb) correspondiente a una porcién
del gen omp2 de Brucella sp.

Todos los pacientes menores de nueve afios
fueron tratados con trimetoprim-sulfametoxa-
zol a 8/40 mg/kg/dia via oral en dos dosis y
rifampicina a 20 mg/kg/dia via oral en dos
dosis. Los nifios de nueve aflos y mayores fue-
ron tratados con tetraciclinas a 30 mg/kg/dia
via oral en cuatro dosis al dfa, rifampicina a 20
mg/kg/dia via oral en dos dosis y estreptomi-
cina a 20 mg/kg/dia via intramuscular en una
dosis al dfa, esta ultima por 21 dias. El tiempo
minimo de tratamiento fue de seis semanas.

Los signos y sintomas fueron seguidos cli-
nicamente a las 6, 12 y 24 semanas pos-
teriores al inicio del tratamiento. Se consi-
der6 mejoria clinica si remitieron sin evidencia
de infeccion a las seis semanas postratamiento
y fracaso clinico si no existié respuesta. Se rea-
liz6 seroaglutinacién de Huddleson y PCR para
Brucella SPP. en el mismo intervalo. Se consi-
deré como fracaso terapéutico a la persisten-
cia de las manifestaciones clinicas de la enfer-
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medad o PCR positiva a las seis semanas de
tratamiento; y que habfa recaida en quienes la
prueba de PCR se torné positiva después de
haber sido negativa a las 12 o 24 semanas. Los
pacientes con fracaso terapéutico continuaron
el mismo esquema antibiético hasta completar
12 semanas. Si persistian positivos, se cambid
a 30 mg/kg/dia via oral de ciprofloxacina en
dos dosis mas 20 mg/kg/dia via oral de rifam-

picina a en dos dosis.”"”

Resultados

Se atendieron 28 nifios con diagnéstico de bru-
celosis durante el periodo del estudio; 23
reunieron los criterios de inclusién y cinco
no completaron el seguimiento. La media-
na de edad fue de 4.7 afios (rango dos meses
a 14 afios); 13 fueron hombres y 10 mujeres
(relacién 1.3:1) (cuadro I). En 14 nifios (61 %) se
confirmé el antecedente de ingesta de pro-
ductos lacteos no pasteurizados. Seis (26 %)
tuvieron diagnéstico seroldgico de brucelosis al
envio. Otros diagnésticos de envio o ingreso
fueron sindrome febril (26 %), aplasia medular
(8.6 %), meningitis (8.6 %) y hepatitis (8.6 %).
La mediana del tiempo de evolucién de los
sintomas fue de 30 dias (rango siete dias a un
aflo) (cuadro I). Los signos y sintomas al inicio
del padecimiento fueron: fiebre 96 %, ataque al
estado general 96 %, hepatomegalia y espleno-
megalia 30.4 %, hepatomegalia 4 %, espleno-
megalia 8 % y pérdida de peso 26 %. La hemo-
globina tuvo una media de 9.86 = 1.89 g/dL
(rango 6.2 a 13.5). La serie blanca tuvo una
media de 8006 * 7329 leucocitos/mm? (rango
1100 a 35 600). La sedimentacién globular es-
tuvo elevada en ocho de los 11 (73 %) pacien-
tes en los que se realizd (media, 36 mm/hora).
Al ingreso al estudio, la seroaglutinacién de
Huddleson fue positiva en 16 pacientes (69 %o)
con titulos de 1:160 a > 1:12 000. En 21/21
nifios la PCR pata Brucella fue positiva al ingresar
al estudio. La prueba Rosa de Bengala fue positiva
en todos los pacientes en que se realiz6 (9/9).
Se aislé Brucella sp. en dos de 21 nifios. En
cuatro pacientes se efectué mielocultivo y sélo
en uno fue aislada Brucella melitensis (cuadro ).

En 91 % de los pacientes hubo mejoria
clinica a las seis semanas de tratamiento y fra-

caso clinico sélo en dos. Un paciente persistio
febril durante las 24 semanas de seguimiento
y en el otro reapareci6 la fiecbre en la semana
24 (cuadro II). A las seis semanas postrata-
miento, en cuatro pacientes (17 %) se docu-
mento fracaso terapéutico por PCR para Brau-
cella positiva (pacientes 1, 3, 16 y 23). En nueve
nifios la prueba serolégica de Huddleson con-
tinu6 positiva a las seis semanas, aunque con
titulos menores (pacientes 7, 12, 13, 15, 16,
17, 20, 22 y 23); en dos, la PCR también fue
positiva a las seis semanas. La correlacion en-
tre ambas pruebas fue baja (k= 0.08).

A las 12 semanas, los pacientes 1, 3 y 23
(13 %) persistieron con PCR positiva. En el
paciente 5 (4.3 %), la PCR fue positiva después
de haber sido negativa, y en el paciente 17 (4.3 %)
al que no se realiz6 control a las seis semanas
result6 con PCR positiva. El paciente 14 pre-
sent6 elevaciéon de los titulos en la prueba de
Huddleson después de haber sido negativos a
las seis semanas. En dos de los cinco con PCR
positiva a las 12 semanas, la prueba de Huddle-
son también fue positiva. Ademas, de los seis
nifios con Huddleson positiva a las 12 semanas,
dos tuvieron PCR positiva. La correlacién en-
tre ambas pruebas fue baja (kK = 0.12).

A las 24 semanas de seguimiento, en cinco
pacientes (21.7 %) se documenté recaida por
la prueba de PCR (pacientes 2, 6, 8, 10 y 14).
Un paciente persistié positivo a pesar del cam-
bio del tratamiento antimicrobiano (paciente
23). A este tiempo de seguimiento, cuatro ni-
flos tuvieron la prueba serolégica de Huddle-
son positiva (pacientes 13, 14, 16 y 23); en
uno de ellos persistentemente positiva a pesar
de que la PCR fue negativa a las 12 y 24 se-
manas (paciente 16, cuadro 1I). En dos de los
cuatro pacientes con Huddleson positiva tam-
bién la PCR resulté positiva y sélo en dos de
los seis nifios con PCR positiva el Huddleson
fue también positivo. La correlacion entre

ambas pruebas fue baja (£ = 0.28).

Discusion

La brucelosis es una enfermedad multisistémi-
ca que suele aparentar muchas enfermedades,
lo que provoca malos diagnésticos y un incre-
mento en la morbilidad. Los pacientes de este
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estudio mostraron cuadros clinicos diversos
con diagnosticos de envio que variaron desde
fiebre de origen desconocido hasta anemia
aplasica, lo que sugiere la afeccion multisisté-
mica de esta enfermedad, como lo reportaron
Ayala-Gaytin y colaboradores.?’

Fue notable el numero de pacientes con
datos clinicos de brucelosis localizada o
complicada, lo que muestra una evolucién
cronica del padecimiento. Algunos autores pro-
ponen que la brucelosis crénica es una forma
especial de la enfermedad que estd en relacién
auna respuesta particular de hipersensibilidad.®
Aunque en el presente estudio no se utilizaron

las pruebas de seroaglutinacién recomendadas
por la Norma Oficial Mexicana NOM—-022-
8§5.A42-1994 —la seroaglutinacién estandar en
tubo (SAT) y la prueba de 2-mercaptoetanol
(2-ME)— los resultados negativos de la prue-
ba de Huddleson apuntan a una presentaciéon
de tipo anérgico, que en forma caracteristica
se distingue por no tener anticuerpos detecta-
bles en sangre.’

Una de las limitantes de este estudio es
no haber utilizado el estaindar de oro sero-
légico, la prueba de anticuerpos anti-Brucella
por aglutinacién de bacterias completas (prue-
ba de aglutinacién estindar, SAT), que a pesar

Cuvadro |

al ingreso de 23 niios con brucelosis

Caracteristicas generales y resultado de examenes de luboratorio

Edad Evolucién
Paciente (afios) Sexo Diagnéstico al ingreso (meses) Huddleson Hemocultivo PCR

1 11 M Dermatomiositis,

neuropatia periférica 12 1:160 + +
2 11 F Anemia aplésica 2semanas — - +
3 4 M Sindrome febril 12 1:320 — +
4 3 F Hepatitis crénica 6 - NR +
5 9meses M Inmunodeficiencia celular 7 - - +
6 5 F Aplasia medular 1 1:320**+ - +
7 10 F Aplasia medular 1 >1:800% + +
8 2meses M Meningitis, absceso cerebral 7 dias - - +
9 20meses M Meningitis 1 — — +
10 8 M Brucelosis 12 1:3200% NR +
11 10 F Brucelosis 2 1:1600 NR +
12 2 M Sindrome febril,

hepatoesplenomegalia 3 semanas 1:1280 - NR
13 8 F Brucelosis 3 1:6000 - +
14 4 M Brucelosis 4 1:400+ NR +
15 4 F Brucelosis 1 1:3200% NR NR
16 9 F Leucemia aguda,

sindrome febril 1 1:160+% - +
17 3 M Hepatoesplenomegalia 2 1:3200+ + +
18 7 F Pancitopenia, leucemia aguda 15 dias - - +
19 14 F Sindrome febril 1 - — +
20 3 M Neoplasia hepatica 2 1:400 - +
21 11 M Sindrome febril 2semanas 1:160 - +
22 5 M Brucelosis 4 1:400% NR +
23 3 M Leucemia aguda 1 1:12000% NR +

* Mielocultivo positivo para Brucella melitensis

** También presenté titulos por SAT de 1:320, 2-ME de 1:160 y Rosa de Bengala positiva

*** PCR positiva en LCR
*Rosa de Bengala positiva

M = masculino F = femenino — negativo

+ positivo

NR = no realizado
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de su bajo costo no se encuentra disponible en
el cuadro bésico de reactivos de laboratorio
de numerosas instituciones. Sin embargo, esta
prueba y la de anticuerpos anti-Brucella por
aglutinacion en presencia de 2-mercaptoetanol
(a pesar de que ésta es un marcador de bruce-
losis activa por su correlacién con la evolu-
cién clinica de la enfermedad), son de utilidad
limitada en brucelosis localizada o crénica, por
el tipo de anticuerpos que se inducen.”®

Es primordial conocer lo que cada una de
las pruebas aporta y sus limitaciones. La de
anticuerpos anti-Brucella por aglutinaciéon de
bacterias tefiidas con Rosa de Bengala fue po-
sitiva en todos los pacientes en los que se efec-

Cuadro 1

Resultados del seguimiento postratamiento mediante PCR y
reaccion de Huddleson de 23 niiios con brucelosis

Huddleson PCR
Paciente  Semana de seguimiento Semana de seguimiento
Basal 6 12 24 Basal 6 12 24
1 + — — — + + + —
2 - - - - + - NR +
3 + — — — + + + —
4 - - - - + NR — —
5 - - - - + — + -
6 + — — — + - NR +
7 + +* +* NR + - - -
8 - NR - NR + — — +
9 - NR - - + - — —
10 + NR +* — + — _ +
11 + NR NR - + NR NR —
12 + + - - NR NR — NR
13 + + — + + - — —
14 + - + +* + - — +
15 + + - - NR - - -
16 + + + + + + - -
17 + +* + - + NR + —
18 - - - - + - - -
19 - - - - + - - -
20 + + - - + NR — —
21 + NR - — + - — —
22 + +* - - + — — —
23 + + +* + + + + +
— negativo + positivo; NR = no realizado
* Huddleson y Rosa de Bengala positivos
** Positivo en LCR
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tud este reporte. Puede ser negativa en los en-
fermos que tienen pocos dias de evolucion o
con enfermedad crénica. Es relevante men-
cionar que permanece positiva aun después
del tratamiento y la recuperacion del enfermo,
incluso hasta por afios, por lo que en forma
aislada es de poco valor diagnéstico; en el cua-
dro II puede observarse que persistid positiva
incluso en quienes no se present6 recaida.®’

Los resultados sugieren la limitacién de la
prueba de Huddleson para el diagndstico y se-
guimiento postratamiento. Desafortunadamen-
te es el unico recurso serologico con el que se
cuenta en algunas unidades médicas, como
ocurrié en nuestro caso. Fue negativa al mo-
mento del diagnéstico en siete de 23 pacientes
con PCR positiva. Durante el seguimiento dio
positiva en pacientes en los que no se tuvo
fracaso clinico y en algunos con PCR negati-
va, con comportamiento similar al de Rosa de
Bengala. Por lo que resulta fundamental que
para aplicar esta prueba se requiere conocer
los antecedentes y el cuadro clinico del pacien-
te, y asi tener una interpretacién correcta de
los resultados, en virtud de que al inicio de la
enfermedad la prueba puede ser negativa.'?

Es apreciable el alto porcentaje de hemo-
cultivos negativos en esta muestra, y aunque
el hemocultivo es la prueba mas irrefutable de
infeccién activa, puede dar positivo en pacien-
tes sin sintomas y pierde sensibilidad a medida
que avanza la enfermedad, bien sea por inter-
ferencia de los mecanismos naturales de de-
fensa o por factores terapéuticos que reducen
el contenido de bacterias en la sangre.3?*2 Aun-
que Brucella se encuentre en sangre, sobre todo
en el periodo febril, su recuperacién en culti-
vo es mas dificil que otras bacterias que oca-
sionan bacteriemia, debido a que sus requeri-
mientos nutricionales son relativamente
complejos. Es una bacteria de crecimiento len-
to y requiere de medios especiales con una ten-
sion alta de didxido de carbono.

Factores propios de la enfermedad que con-
tribuyen a la baja sensibilidad de los cultivos
incluyen que su presencia en sangre es inter-
mitente y poco frecuente debido a su ciclo de
vida intracelular, cursa con un periodo de incu-
bacién variable, es de inicio insidioso, no tiene
datos clinicos patognoménicos que otienten a
sospechatla y tiende a volverse crénica 8102
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El cultivo es mas util en la fase aguda de la
enfermedad, sobre todo previo al uso de anti-
bidticos, pues se ha demostrado que la proba-
bilidad de aislamiento se reduce en personas
con tratamiento antibiético, aunque éste no haya
sido el adecuado.*** En brucelosis crénica es
mas dificil el aislamiento, ya que el paso de
Brucella a la circulacion es poco frecuente. Ade-
mas, se ha reportado el aislamiento de colo-
nias en forma L (bacterias con pared celular
modificada inducida por antibidticos) que pue-
den pasar inadvertidas si no se emplean los
medios de cultivo adecuados y se realiza una
busqueda intencionada.’

En la actualidad existen otros sistemas de
aislamiento y se cuenta con métodos molecu-
lares como el de PCR, que se puede aplicar en
sangre, liquido cefalorraquideo y otras mues-
tras para la identificacién de Brucella. La PCR
es una prueba rapida, sensible y eficaz que
permite identificar ADN libre, bactetias vivas
y muertas, y bacterias dafiadas por el sistema
inmune o los antibiéticos que son incapaces
de crecer en los medios de cultivo habituales.”
Esto se dio a conocer a finales de 1995 por
Leal-Klevezas y colaboradores en muestras de
sangtre y leche de caprinos infectados de ma-
nera natural, as{ como en sangre de pacientes
cuyo hemocultivo y serologia fueron positivos.?
Los resultados de este reporte revelan que la
prueba de PCR fue muy util para establecer el
diagnéstico de brucelosis en todos los pacien-
tes en los que se realizé, y debido a que los
diagnésticos de envio fueron diversos, signifi-
c6 una buena alternativa diagnéstica, siendo
mas marcada su utilidad en 26 % de los casos
en los que hubo resultados negativos con otros
métodos diagndsticos.

En este estudio puede observarse que hubo
una disparidad entre la frecuencia de fracaso
clinico y fracaso terapéutico, por lo que es
importante resaltar que la informacién sobre
el perfil clinico y microbiolégico de las recai-
das en brucelosis es limitada.?! La frecuencia
de fracaso clinico y terapéutico en los casos
presentados confirma que la brucelosis tiene
una tendencia muy marcada hacia las recaidas
después de terminar el tratamiento y que éstas
ocurren en los primeros seis meses.!> Al final
del tratamiento, un nimero importante de pa-
cientes suele presentar sintomas inespecificos
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y debido a que no hay criterios bien definidos
de la recuperacién completa de brucelosis no
es facil decidir si esos pacientes estan realmen-
te curados, por lo que se requiere realizar un
seguimiento estricto durante este periodo.?!

17 % de casos con fracaso en la erradica-
cién de Brucella y 22 % con recaida en el
presente estudio, sugieren que la duracién
del tratamiento de seis semanas pudiera no
ser suficiente para la eliminacién de la bac-
teria. Otra posible explicaciéon es la resis-
tencia antimicrobiana, ya que se ha descri-
to resistencia de cepas de Bruce/la, mediada
por plasmidos de amplia especificidad deri-
vados de Escherichia coli.”

Por ser una poblacién pediatrica, se utilizé
de primera instancia el esquema B de la NOM,
a pesar de que dicha norma esta dispuesta para
pacientes del primer nivel de atencién médica
y no para pacientes con formas localizadas o
crénicas. Sobre todo en lo que se refiere al
tiempo de tratamiento, donde aun no se esta-
blece el tiempo idéneo, que va de seis semanas
a varios meses. En los nifios mayores, 1a com-
binacién de tetraciclina, rifampicina y estrep-
tomicina es el esquema de eleccién recomen-
dado.

En el presente estudio fue evidente la baja
concordancia entre la prueba de Huddleson y
PCR en los tres periodos de seguimiento, proba-
blemente debido a las limitaciones ya desctitas
de la primera. Los resultados sugieren que la prue-
ba de PCR es util para el diagnéstico de brucelo-
sis humana y puede ser utilizada también para el
seguimiento postratamiento y la deteccién tem-
prana de recaidas en estos pacientes. Estos resul-
tados también sugieren que el tratamiento de seis
semanas puede ser insuficiente para la elimina-
cién de Brucella en nifios. Sin embargo, se re-
quiere estudios prospectivos, sobte todo ensayos
clinicos controlados, para evaluar el iempo mas
eficaz de tratamiento.
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