Estudio Comparativo de Diferentes Técnicas
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INTRODUCCION

Revisando la literatura, encontramos mucho escrito sobre la bru--
celosis, una de las principales zoonosis que quebranta la salud del
hombre y menoscaba la economia pecuaria; mas, en el terreno prac-
tico, a esta enfermedad no se le ha prestado la atencién merecida. Acu-
mular aunque someramente las pérdidas que ocasiona por esterilidad
v aborto en cerdos, nos coloca frente a un problema de gran enverga-
dura, en cuya resolucién el médico veterinario desempena un papel
importante; ya que es él quien esti en relacion mds directa con los
animales hospedadores del agente causal, y sus actividades profesio-
nales lo sithan en lugar privilegiado para hacer ¢l diagnéstico y dictar
las medidas correspondientes para su control y erradicacién,

Son numerosos los métodos de laboratorio que se emplean para
el diagndstico de la brucelosis tanto en ¢l hombre como c¢n los ani-
males. Entre éstos métodos, es notorio que las técnicas de aglutinacién
son las de mayor uso prictico y de gran valor diagnéstico para deter-
minar la infeccién en piaras, pero también, con grandes limitaciones
y de escaso valor para el diagnéstico individual en cerdos (8, 9, 10,
11, 13, 13), va que, mientras de algunos animales que han reacciona-
do con titulos de 1:100 o mas altos no se ha aislado Brucellas, éstas
si han sido recuperadas de animales cuyos sucros no han aglutina-
do o lo han hecho a titulos muy bajos; esto aun cuando no siempre
sucede asi, le resta precisién a la prueba,

La técnica de fijacién en superficie de Castafieda (3). es un mé-
todo nucvo de laboratorio que se emplea en la rutina serolégica para
el diagndstico de la brucelosis en el hombre; habiéndose aplicado tam-
bién a ciertas especies animales, en especial bévidos (3, 5), con mag-
nificos resultados; también han sido significativos los obtenidos por
Caldas y Machado (6, 7) en cerdos, que sugieren ¢l empleo de esta
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prueba como método de diagnéstico individual, dada su ejecucién ra-
pida y facil, muy practica, con gran especificidad y marcada sensibi-
lidad, comparada con el método de tubo.

Es importante subrayar que, Castafieda (4, 5) atribuye poca es-
pecificidad a las técnicas de aglutinacién, por ser influenciadas por
fenémenos de prozona o de bloqueo, aunque Berthelon (1), sostiene
que la prueba de placa no es influenciada por este tipo de fenémenos,
y Renoux (16) asienta que la prueba de fijacién en superficie es me-
nos sensible que la de aglutinacién en tubo. Todos estos factores pro-
pician una notable discrepancia en los criterios sobre la interpretaciéon
de las mismas.

Precisamente, esa divergencia de criterios en lo que respecta al
empleo de una técnica que retina las ventajas para realizar un diag-
noéstico mas exacto, me indujo a abordar el tema y desarrollar este
trabajo de estudio comparativo de tres de las técnicas seroldgicas de
mayor uso practico en la rutina de diagnéstico de la brucelosis: aglu-
tinacién en placa (reaccién de Huddleson); aglutinacién en tubo
(Wright) y fijacién en superficie (Castafieda), para analizar el com-
portamiento de cada una de ellas comparandolas entre si. No obstante
ser ajustada la prueba de placa a la de tubo, la incluimos en nuestro
estudio por ser de distinta procedencia los antigenos empleados.

Desde luego debemos recordar, que no hay medio mas exacto pa-
ra el diagnéstico que el aislamiento e identificacion del germen; en
esta situacién, el estudio comparativo de estas técnicas hubieran sido
mas exactos si se hubieran verificado los resultados por medio del ais-
lamiento de Brucellas del torrente sanguineo o de aquellos tejidos de
los cerdos por los cuales tiene predileccién dicho agente infeccioso:
pero en nuestras condiciones de trabajo era practicamente imposible,
ya que los cerdos son sacrificados en serie, y el resto del proceso hasta
la obtencién de la canal, hace completamente imposible la identifica-
ci6én del sujeto. Esto seria factible, destinando un lote de cerdos para
realizar dicha investigacién, que corresponderda a otros que fijen su
interés en este tipo de trabajo y dispongan de las facilidades para el
caso.

MATERIAL Y METODOS

Para el desarrollo de este trabajo fueron empleados 2.500 sueros,
cerrespondientes a un nimero igual de cerdos que fueron sacrificados
en el rastro del D. F. Las muestras fueron tomadas en el momento del
degiiello de los cerdos, correspondiendo 10 ml. aproximadamente a
cada muestra. Se esperé un tiempo para la formacién del coagulo y
produccién de suero, el cual fue separado por decantacién y transva-
sado a frascos estériles de 20 ml. de capacidad. Se les practicé la prue-
ba:de placa, después de trabajados se les agregaba merthiolato como
conservador y fueron sometidos a congelacion, ya que este método se
coridegasideal para evitar la alteracion de los titulos (18). En cada
prueba “trabajamos 100 muestras. De los sueros almacenados fueron
seleecionadgs por volumen 225. en vista de que al azar, las probabili-
dades de tomar, syer@s ‘con .titulos de 1:100 a 1:200 eran pocas, por
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ser muy reducido el namero de ellos; ademas el objetivo principal de
nuestro trabajo e¢s valorizar las técnicas serolégicas, no determinar in-
cidencia de brucelosis, por lo que nos inclinamos a hacer una selec-
cién parc’al de los sueros con mayor volumen, considerando que nos
serian mds (tiles para la realizacién de nuestras pruebas. A los 225
sueros seleccionados se les practicé el estudio comparativo objeto de
nuestro trabajo. Posteriormente, fueron sometidos a calentamiento en
bafio maria, a una temperatura de 56 grados C., durante 15 minutos,
y se realizaron nuevamente las tres pruebas citadas anteriormente.

Las lecturas de las pruebas fueron realizadas de acuerdo a la téc-
nica correspondiente. Asi, para la prueba de placa se daba un tiempo
maximo de 8 minutos para efectuar la lectura {11). En la de tubo se
hacia la lectura a las 24 y 48 horas de incubacién en la estufa, a 37
grados C., tomando como definitiva la Gltima (4, 18). En la de fija-
cién en superficie, se esperaba que la solucién salina subiera totalmen-
te hasta el borde superior del papel, que tomaba un tiempo aproxi-
mado de 20 a 30 minutos. co

Los antigenos empleados en la ejecucién de estas pruebas fueron:
antigeno coloreado de Brucella abortus, cepa 1119-3, del United States
Departament of Agriculture, AGRICULTURAL RESEARCH SER-
VICE, Washington, D. C. Para la prueba de tubo, antigeno sin co-
lorear, obtenido del Centro de Investigaciones Médicas del Hospital
General de México, D. F. (4), y para la prueba de fijacion en super-
ficie, papel monovalente (2), obtenido del Centro de Investigaciones
Médicas del Hospital General de México, D. F.

Por ser menos conocida en el campo médico veterinario la prueba
de fijacién en superficie, describiremos el principio en el que se funda-
menta y su técnica de ejecucién tomado esto de su propio autor (2,
3, 4). '

La prueba de “fijacién en superficie” se ejecuta en forma seme-
jante a procedimientos cromatogrificos y en la que el antigeno va im-
preso en pequenios circulos sobre hojas de papel filtro. Cuando el sue-
ro se coloca sobre el antigeno y se hace ascender por capilaridad una
corriente de solucién salina isot6nica, se revela el resultado de la reac-
cién.

El principio del método consiste en que la mezcla de suero normal
y antigeno no tiene afinidad para el papel filtro en que se coloca; pero
si el antigeno sufre la accién del anticuerpo, cambia sus propiedades
y se adhiere al papel, por lo que no puede ser retirado por lavado.

PRACTICA DE LA PRUEBA.—Para una reaccién individual,
se corta en sentido transversal una fraccién del papel destinado para
la prueba, en el cual figuren tres manchas. Sobre la mancha central
se deposita una gota del suero desconocido por medio de un asa de
3 m.n. de didmetro. En las manchas laterales se colocan gotas de sue-
ros control positivo y negativo. Cuando haya necesidad de estudiar;va-
rios sueros, se dispone de hojas de papel mds grandes con varias'man--
chas y conviene reservar el primero y altimo lugar para los controles
negativos y otra mancha para el positivo. En esta forma se obtienen’
dos puntos de referencia considerando. el extremo superior. de cada,
una de las huellas dejadas por el suero control‘negativo que, unidos
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por una linea trazada a lapiz, dardn mejor contraste para graduar las
reacciones de los sueros problemas.

Se suspende el papel sobre un recipiente conteniendo solucién sa-
lina isoténica, teniendo cuidado de que a] sumergir el borde cercano
a las manchas éstas queden a 1 cm. sobre la superficie del liquido, Por
capilaridad el liquido asciende, llegando en un término de 20 a 30 mi-
nutos al borde superior del papel. Al pasar por las manchas del control
negativo, arrastra la tinta dejando una huella que puede llegar hasta
el borde superior. En el control positivo la mancha permanece fija.
La reaccign del suero desconocido se interpreta por comparacién con
los controlés, graduindose su intensidad de 0 a + 4+ + + o bien de
0 a 100%.

ResuLTADOS

Los resultados de los 2500 sueros de cerdos trabajados con la
prueba de placa los resumimos en la tabla 1.

Para apreciar la variacién de los titulos de las reacciones, toma-
mos como prueba base para la comparacién de las técnicas, la de pla-
ca, tanto para suerog sin calentar como para los calentados, ya que
fue el primer método que se les aplicé a los sueros en la realizacién del
trabajo. Estos resultados los podemos observar en las tablas II, III,
Ivy V.

Tasra 1.—Incidencia de Aglutininas en 2500 Cerdos Sacrificados
en el Rastro del D. F., Determinada por la Prueba de Placa (Reaccién
de Huddleson).

Nim. de Reactores
Titules Casos Porcentajes Negativos (0) Positivos (+)
Casos % Casos %
0 2123 84.92 2123 84.92 — —

25 71 2.84 — e 71 2.84
50 221 8.84 — — 221 8.84
100 76 3.04 ——— — 76 3.04
200 9 0.36 — - 9 0.36

400 — — — — — —
2500 100.009% 2123 84.92 377 15.08

fes

e <66~



A R

TabLa 2—Pruebas de Aglutinacién en Placa y en Tubo Empleadas en 225 Sueros Sin Calentar, de Cerdos Sa-
crificados en e] Rastro del D. F.

Aglutinacién I -

AGLUTINACION EN TUBO

en Placa ! o 25 , 50 100 200
Titulos Casos % i} Casos % Casos % Casos % Casos % Casos - % i
T :

0 93 41.33 ’f 77 34.22 16 7.11 — — — — ; —
25 59 26.22 & — — 55 24.45 4 1.78 — — — —
50 62 27.55 — 12 5.33 49 21.77 — — 1 0.445

160 10 445 | — ~ 7 3.11 — — 3 1.34 —— —
200 1 045 ’ — e -— — — — — — 1 0.445
Total 225 100.00 77 3422 90 40.00 53 23.55 3 1.34 2 0.890.
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TaBLa 3.—Pruebas de Aglutinacién en Placa y Fijacién en Superficie Empleadas en 225 Sueres Sin Calentar,
S _de (,exdo, Sacrificados en el Rastro del D. F.

Aglutinacién ” .

FUACION E-N SUPERFICIB

car, e L A R S B S A =

<. 'T.{[;j[gs Casos S :] .. Casos %% Casos Ce Casos 72 Casos % Casos %
0 93 £.43 190 4000 20 089 - — 1 044 -

.2 59 2622 . 58 2577 I 044  — — - — = -
50 62 2755 | 33 23.55 9 200 - e e ~
100 10 445 1 — 2 0.89 3 2.22 30 13 — -
200 ! 045 | — e — L0 —

Total 225 10000 | 201 8934 14 622 5 2.22 5 222 —

Equivalencia de 9%s de Fijacién en Superficie:

0 — 15
20 — 25
30 — 53
60 — 75

0 (Negativo)

-+ (Positivo)

+ -+ (Positivo)
-+ + 4 (Positivo)

80 100 = -+ + 4 (Positivo)



Aglutinacién | ________ o o i P
en Placa )1 0 50 100 200
Titulos Casos G Casos St Casos <& Casos i Casos [ Casos S
U 118 52.45 115 51.12 3 1.33 - —

25 52 23.11 11 +.88 +1 18.22 - — -

0 +8 21.33 4 1.78 25 111 19 8.-45 - o —

100 - 7 3.11 — ~ - : : 4 1.78 3 1.33
S — — - — . - - : - — — -
o Tavd 225 100.00 130 37.78 09 30.66 19 8.5 4 1.78 3 1.33.
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crificados en el Rastro del D. F,
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TasLa 5.—Pruebas de Aglutinacién en Placa y Fijacién en Superficic Empleadas en 225 Sueros Calentados, de.
Cerdos Sacrificados en el Rastro del D, F.

en Placa

FIJACION EN SUPERFICIE

Aglutinacion

++

i +++ ++++

Tiiulos Cazos % ‘ Casos % Casos % Casos o Casos % Casos %
0 118 52.45 i12 49.77 2 0.89 + 1.78 — — —
25 52 23.11 48 21.34 3 1.33 - 1 0.45 — —
50 18 21.33 37 16.44 7 3.11 2 0.89 2 0.89 — —
100 7 3.11 — — 1 G.4> - — 6 2.66 -
nr- _ o . . _ L o . . . _
225 100.00 197 87.55 13 5.78 6 2.67 9 4.00 — —

Bquivalencia de %%s de Fijacién en Superficie:

0 — 15 = 0 (Negativo)

20 — 25 ~+ (Positivo)

30 — 55 + -+ (Positivoy

60 — 75 = -+ + + (Positivo)
80 — 100 = + 4 4 + (Positivo)



s Drscusion

Podemos observar en las tablas II y IV que existe bastante con-
cordancia de los titulos de aglutinacién en placa con los de aglutina-
cién en tubo; la ligera discrepancia existente, la podemos atribuir a la
diferencia de antigenos empleados, pues no siempre se preparan an-
tigenos con las debidas precauciones para evitar falsas reacciones,
siendo frecuente que éstas resulten exageradas por excesiva sensibili-
dad del antigeno, o negativas (0), o de titulos muy bajos cuando en
su preparacion se emplean cepas de Brucella muy alteradas. También
es notorio que los sueros calentados bajaron su titulo en general, au-
mentando asi el ndimero de reacciones negativas (0); esto nos sugiere
que e] calentamiento p051blemente destruyé anticuerpos inespecificos
que aumentan los titulos en cierto grado (18).

Los titulos de aglutinacién en placa muestran un estrecho para-
lelismo cen los porcentajes de fijacién en superficie; podemos apreciar
en las tablas 1II y V que existe una concordancia muy marcada en-
tre los sueros negativos (0) a la aglutinacién y los negativos a la fi-
jacién en superficie. También podemos observar que de los sueros con
titulos de aglutinacién de 1:25 a 1:50 fueron muy poces los que reac-
cionaron positivamente a la fijacién en superficie, y los que lo hicieron
fue con reacciones débiles; en cambio, titulos de 1:100 a 1:200 dieron
fijaciones en superficie positivas intensas,

De los sueros negativos a la aglutinacién en placa, 6 de los ca-
lentados y 3 de los no calentados reaccionaron positivamente a la fi-
jacion en superficie; esto posiblemente se deba a la interferencia de
anticuerpos incompletos que, a pesar de unirse al antigeno, carecen
de actividad para aglutinarlo, o por accién de bloqueo, se unen al an-
tigeno impidiendo la reaccién con anticuerpos completos (4), fené-
menos que no influyen en la fijacién en superficie.

Acumulando el porcentaje de reacciones positivas determinada
por cada una de las pruebas, podemos apreciar que, la prueba de
fijacién en superficie fue la que revelé mayor porcentaje: 10.66% en
contraste con 4.90% vy 2.23% con las pruebas de placa y de tubo res-
pectivamente, en los sueros sin calentar y, 12.45% en relacién a 3.11%,
cantidad esta dltima obtenida con las pruebas de aglutinacién en sue-
ros calentados. La discrepancia en los resultados puede dar lugar a
dos interpretaciones:

1) Que la prueba de fijacién en superficie es demasiado sensible

por tanto exagera los resultados positivos, o bien, 2) que permita
encentrar mayor porcentaje de animales infectados ya que, como se
dijo antes, revela con mayor intensidad reacciones antigeno-anticuerpo
con sueros que por circunstancias especiales no manifiestan esa reac-
cién por les métodos de aglutinacién (5).

Basindose en nuestros resultados, en los obtenidos en el hombre
por Castafieda (3) verificados estos tltimos por el hemocultivo com-
probando la marcada especificidad de la prueba, y otros trabajos rea-
lizados en bévidos por este mis.le investigador y-colaboradores (3. 5),
ademas de las investigaciones realizadas por Caldas y Machado (6, 7)
en cerdos, nos inclinamos a considerar la prueba de fijacién en super-
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ficie como un método de diagnéstico que aporta buen nimero de ven-
tajas para su aplicacién en la rutina serolégica de diagnéstico de la
brucelosis en cerdos, ya que es una prueba muy practica, de ejecucitn
rapida y facil y con especificidad aceptable.

P4

CONGCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos, podemos postular las
siguientes conclusiones:

l.—La incidencia de aglutininas en 2500 cerdos sacrificados en el ras-
tro del D. F., determinada por la prueba de placa fue de 15.08%.

2.—Los sueros calentados bajaron sus titulos de aglutinacién.

3.~-Se¢ obtuvo una concordancia casi de 100% entre los sueros que
no reaccionaron a las pruebas de aglutinacién y los negatlvm ala
fijacién en superficie.

4.—Suyeros con titulos de aglutinacién inferiores a 1:100, excepcio-
nalmente reaccionaron con fijaciones en superficie francas.

5.-—~Sueros con titulos de aglutinacién superiores a 1:100, en general
reaccionaron con fijaciones en superficie positivas intensas,

6.—Las pruebas de aglutinacién en placa y en tubo revelaron igual
porcentaje de reacciones positivas en los sueros calentados.

7.-—La prueba de fijacién en superficie dio un porcentaje mayor de
reacciones positivas que las pruebas de aglutinacién en placa y en
tubo.

BIBLIOGRAFIA

i.—BERTHELON, M. ET LAFENETRE. Le diagnostic de la brucellose chez les animaux
domestiques. Of. Int. de Epiz. Tomo L. p: 138, (1958).
2.—CASTANEDA, M. Ruiz. Surface fixation. A new method of detecting certain im-
munologic reactions. Proc. Soc. Exp. Biol. and Med. 73:46. (1950).
3.—CASTANEDA, M. Ruiz. Surface fixation. Proc. Soc. Exp. Biol. and Med. 83:36.
(1953).
4.——CASTANEDA, M. RuUIZ. Brucelosis. La Prensa Médica Mexicana. pp: 57.60-73.75.
(1954).
5.—CASTAREDA, M. RuUlZ, FLORES BELTRAN A. y MALAGA ALBA A, Inovestigacién de la
brucelosis bovina por la prueba de fijacién en superficie. OMS. Comité de expertos
en Brucelosis de FAO/OMS. Lima, Perd. 9-14 oct. 1957. No. agenda 3.2.3.
6.—CALDAS, A. D., L. PouzAa MACHADO e N. PLANET, O teste de fixacao em superficie
de Castafieda para o diagnéstico da Brucelose. Observacoes sobre sua execucao e
leitura. Do Inst. Biol. de Sau Paulo. 22:87-92, (1955).
7.—CALDAS, A, D. e MAacHADO L. J. P. Emprego da prova da fixacao em superficie de
Castafieda o diagnéstico da brucelose suina, Do Inst. Biol. de Sau Paulo 22:243.247.
(1955).
. 78_,—~CAMER0N, H. S. Brucellosis in swine. The interpretation of low titer reactions in
- eyperimental and field infections. Amer, Jour. Vetr. Res. 4:169. (1943).
9.—~CAMEION,~ I’L S., and CARLSON, P. A. Brucellosis in swine, III. Studies on the
diagnostic nccr in the individual, Amer. Jour. Vet. Res, $:333, (1944).
xp.,—-—-DUNNE Ww. HOWARD Diseases of swine. The Iowa State University Press, Amecs,
" Yowa, Uk S.. AL°'p1276. Primera,reimpresién. (1959).
11,—HAGAN; " A.- W. ¥ B;wmzx w D Enfermedades Infecciosas de los animales domés-

Ty B * N

PE



ticos. La Prensa Médica Mexicana. p:256. Traduccion de la 3a. edicion en inglés.
(1961).

12.—HUTYRA, V. FRANZ, MAREK JOSEF y MANNINGER RUDOLEF. Pantologia y Terapéutica
especiales de los animales domésticos. Editorial Labor, S. A., tomo I. p:617. Segunda
reimpresion. (1953).

13.—KERKAMP, H. C. H. and ROEPKE, M. H. The interpretation of low agglutination
titers in the control of swine brucellosis. Amer. Jour. Vet. Res. 9:46. (1948b).

14.—LEVINE, N. D. and GRAHAM, R. The incidence of swine brucellosis in Illinois. Jour.
Amer. Vet. Med. Assn. 116:443 (1950).

15.—MERCHANT, I. A. y PACKER, R. A. Bacteriologia y Virologia Veterinarias. Ed. Re-
verte, S. A. Ed. Acribia. p:474 1% edicién en espanol (1958).

16.—OT1TOSEN, H. E. Diagnostic des brucelloses animales. Tomo L. p:97. (1958).

17.—STABLEFORTH and GALLOWAY. Diseases due to bacteria. Butterworths Scientific
Publications. London. Vol. I. p:68-69. (1959).

18.—STURA, CARLOS ALBERTO. Tratado de Inmunobiologia y Serologia. Ed. Alfa. Buenos
Aires. Tomo II. p:110-111 y tomo III. p:116. (1952).

19.—UGARTE, JOSE MANUEL. Bases estadisticas de la Investigacion Médica. p:61-63.
Universidad de Chile. Santiago. (1958).




