
UNIFORMACION DEL DIAGNÓSTICO DE LA BRUCELOSIS 
EN LAS AMÉRICAS 

1. ESTUDIOS COMPARATIVOS DE LOS MÉTODOS DE 1~ 

LABORATORIO EN USO* 
? 

POR LOS DRES. FRED MURDQCK,’ MARTIN H. ROEPKE2 Y 
BENJAMÍN D. BLOOD3 

La seroaglutinación es una prueba relativamente sencilla, que se em- 
plea en el diagnóstico de la brucelosis, tanto en los animales como en el 
hombre. Por desgracia, no se han estandardizado todavía internacional- 

6 

mente los antígenos ni las técnicas que se emplean para esta prueba, 
de manera que los resultados han sido materia de discusiones y malas 
interpretaciones. La XII Conferencia Sanitaria Panamericana (Caracas, 
1947), tomó en cuenta esta situación, recomendando “Que se uniformen 
los métodos y medios de diagnóstico de brucelosis en América.” 

El Segundo Congreso Interamericano de Brucelosis (Buenos Aires, 
1948), también expresó la necesidad de uniformar los métodos de diag- 
nóstico para la brucelosis humana y animal, y recomendó que se em- 
pleara la prueba de la aglutinación con antígenos tipo. El objeto de 
este trabajo fue determinar las semejanzas o variaciones que revelan 
los antígenos de Brucella empleados en las Américas. 

Para realizar este estudio, la Oficina Sanitaria Panamericana obtuvo 
los antígenos de los diversos laboratorios y organizaciones oficiales inte- ‘. 
resados en las pruebas de seroaglutinación para el diagnóstico de la 
brucelosis. Se recibieron antígenos de todos los paises de América, in- 
cluyendo varios antígenos producidos en Europa. 

En este informe se presentan los resultados del estudio de 36 antí- 
genos, 17 de ellos para la prueba en tubo y 19 para la prueba en placa, 
procedentes de 29 laboratorios oficiales y particulares de 15 países y 
territorios distintos. En este proyecto participaron los gobiernos de: 
Argentina, Brasil, Canadá, Chile, Cuba, Dinamarca, República Domi- 
nicana, Ecuador, Gran Bretaña, Jamaica, México, Holanda, Perú, Esta- 
dos Unidos y Venezuela. 

Especies de Brucella * 
Las especies de Brucella empleadas en la preparación de los antígenos 

acerca de los cuales se recibió información, fueron: 
Brucella aborlus 19 antígenos 
Brucelía mis 2 antígenos 

* Estos estudios fueron presentados parcialmente en el Tercer Congreso In- 
teramericano de Brucelosis, Washington, D. C., noviembre de 1950, y aparecen * 
en las Actas de dicho Congreso. 

1 Actualmente con la Anchar Serum Co., Kansas City, South St. Joseph, Mo. 
2 De la Universidad de Minnesota, St. Paul, Minnesota. 
* De la Oficina Sanitaria Panamericana, Washington, D. C. 
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Brucella melitensis 2 antígenos 
Brucella abortus y Brucella su& 1 antígeno 
Brucella abortus y Brucella meliten& 2 antigenos 

Medios de cultivo 

Los medios de cultivo de Brucella empleados en Ia preparación de los 
diversos antígenos fueron los siguientes: 

Y 

Medio No. de antigenos 

papa-agar 14 
Agar-infusi6n de hfgado 4 
Peptona-agar 6 
Triptona-agar 3 
Glucosa-agar 2 
Dextrosa-agar 2 
Agar digerido de Hartly 1 
Caldo de res con peptona y glicerina 1 
Infusión de carne y peptona 1 

Periodo de pro1ijeracG-z 

El perfodo de prohferación de los cultivos fué de 48 horas para 15 
antígenos, de 72 para 18, y de 96 para 1. 

Soluciones utilizadas para la recoleccz& 

Las colonias se colocaron en: 
Fenol al 0.5% en solución salina fisiológica 
Formol al 0.5% en solución salina fisiológica 
Solución salina fisiológica 
Solución salina aI 12% 
Solución salina fisiológica con formalina al 1% 

. Solución salina aI 1.2% con fenol al 0.5% 
Solución sahna al 12%, más fenol al 1% 

13 antígenos 
6 antígenos 
5 antfgenos 
4 antígenos 
2 antígenos 
2 antígenos 
1 antígeno 

Solución salina fisiológica más glicerina al 1% y fenol 
al 0.25yo 1 antígeno 

Inactivación y preservación 

En la mayoría de 10s casos se inactivaron las bacterias calentando las 
suspensiones a temperaturas de 60 a 100 grados C. durante períodos de 
10 a 60 minutos, o hirviendolas durante 10 a 30 minutos. 

En seis casos se inactivaron los microorganismos con formalina al 
0.5%; en 2 con formalina sin diluir y en 1 con alcohol al 95%. En un 
gran porcentaje de los antfgenos, las céIulas inactivadas se suspendieron 
en soIucitín de cIoruro de sodio a concentraciones que variaban de 0.85 
a 1.2yo, que contenían fenol como preservativo. Eh algunos casos se 
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agregaron pequeñas cantidades de colorantes, tales como cristal violeta 
y/o verde brillante. En 2 casos se agregó como preservativo formalina 
al l’%, en 1 caso fenol al l%, y en otro formaldehido al 0.25a/,. 

Concentra&& celular 

En 8 casos se empleó el nefelómetro de McFarland para la determina- 
ción de la densidad o concentración de las c6lulas; en 7 casos por el 
volumen de las células centrifugadas calculado con el tubo de vacuna 
de Hopkins o el tubo de vacuna de Hopkins modificado por Fitch; en 
4 casos mediante la comprobación con suero de título conocido; en 2 
con el tubo de vacuna de Hopkins modificado por Fitch y la comproba- 
ción con sueros de título conocido; en 4 mediante la comparación con 
lotes antiguos de antígeno preparado en el laboratorio; en 1 comparando 
con antígenos de otro país y comprobando con sueros de título conocido; 
en 1 con el absorciómetro, y en 1 comparando con otro antígeno. 

Aplicación 

Los antígenos fueron preparados para empleo en las siguientes espe- 
cies : 

Humana 5 
Bovina 4 
Bovina, porcina y humana 2 
Porcina 2 
Bovina y porcina 2 
Porcina, caprina y humana 1 
Bovina, porcina y caprina 1 
Infecciones melitensis 2 

Métodos de Prueba en Tubo 

Las instrucciones para la prueba de aglutinación en tubo pueden resu- 
mirse así: 

Diluciones 

En ll antígenos el volumen de la mezcla de suero y antígeno fu6 de 
1 CC y en los 7 restantes 2 CC. El diluente que se indicó para la prueba en 
tubo fu6 fenol al 0.5% en solución salina fisiológica para 9 de los anti- 
genos, y para 8 solución salina fisiológica únicamente. 

Perhdo de incubación 

A 37” C durante 72 horas: 6 antígenos; 
durante 48 horas: 2 antígenos; 
durante 24 horas más 8 horas a temperatura ambiente: 1 

antígeno; 

c 
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durante 24 horas m&s 24 horas a temperatura ambiente: 1 
antígeno; 

durante 24 horas más una noche a temperatura ambiente: 1 
antfgeno; 

durante 18 a 20 horas más 20 a 24 horas a temperatura sm- 
biente: 1 antígeno; 

durante 20 horas: 2 antígenos; 
durante 2 horas más 22 horas en refrigeración más 2 a 

3 horas a temperatura ambiente: 1 antígeno; 
durante 2 horas más una noche en refrigeración: 1 antigeno 

A 56” C durante 20 a 24 horas en baño de María: 1 antígeno. 

Instructiones para la lectura 

Las instrucciones con respecto a la iluminaci6n, en casi todos Ios 
casos, consistieron en el uso de una lámpara con pantalla para la ilumi- 
nación de los tubos y un fondo obscuro para facilitar Ia lectura del grado 
de aglutinación. En un caso se recomendó un lente de pequeño aumento 
para la mejor observación de Ia aglutinación. Las instrucciones reco- 
miendan para la lectura de las pruebas, en un alto porcentaje de casos, 
que el grado de agIutinaci6n se designe como negativo, parcia1 o completo 
en cada dilución. En algunos casos se recomendó que Ia gradación en 
cada dilución se hiciera desde negativa hasta 3 6 4 cruces (+). 

Prueba en Placa 

En 10 que se refiere a la prueba en placa, se recomiendan para Ia lec- 
tura 10s siguientes períodos: 

15 minutos para 4 antígenos 
8 minutos para 3 antfgenos 
5 minutos para 3 antfgenos 
3 minutos para 2 antígenos 
8 a 10 minutos para 1 antígeno 
5 a 8 minutos para 1 antígeno 
2 minutos para 1 antígeno 

y en un caso después de mover la placa de un lado a otro 15 a 20 veces. 

Comparación de los Antígenos en el Laboratorio 

EI estudio de 10s antígenos incluyó las siguientes fases: examen mi- 
crosc6pico y de los cultivos para determinar la pureza; concentración 
de los antígenos, en términos del volumen de las céIulas centrifugadas 
por 100 CC, mediante centrifugación a 2800 r.p.m. durante 75 minutos 
empleando e1 tubo de vacuna de Hopkins modificado y pruebas de aglu- 
tinación en 55 sueros, bovinos y caprinos, de diversos tftulos con el fin 
de determinar la aglutinabilidad y Ia sensibilidad de1 antígeno. 
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CUADRO L-Resumen de los estudios sobre antfgenos de Brucella que se emplean 
en las Américas y en varios paises europeos - 
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Nota: En la p&gina 141 aparecen las explicaciones de las notas de este cuadro. 
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NOTAS EXPLICATIVAS DEL CUADRO 1 

l.-Los números romanos indican los países que colaboraron. 
2.-Las letras maybsculas indican los laboratorios oficiales y particulares que 

enviaron los antigenos respectivos; los mineros arábicos indican los diferentes 
antigencs remitidos por cada laboratorio. 

3.-La concentración celular se expresa en términos de porcentaje por volumen 
de células centrifugadas. Las concentraciones corresponden a la dilución final 
del antígeno de esta prueba. En el caso de las pruebas con antígenos de placa, 
las concentraciones son las del antígeno tal como se recibió listo para empleo. 

4.-En la sexta columna aparece la sensibilidad relativa del antígeno, la que, 
numéricamente, es el promedio del títu!o obtenido en 24 sueros en el título 
más bajo y en los títulos intermedios. El título promedio de un antígeno, con 
los 24 sueros, se calcul6 como sigue : En una misma prueba cada dilución reci- 
bi6 un valor de 1 en el caso de aglutinación completa, de 0.5 de la aglutinación 
parcial o incompleta, y de 0 si no había aglutinación. Así, en una prueba 
iniciada a la dilución de 1:25, al título en un suero con aglutinación incompleta 
a 1:lOO se le dió un valor de 2.5. De igual manera, un suero con aglutinación 
incompleta a 1:50 tendría un título de 2, y, asímismo, a un suero con aglutina- 
ción incompleta o parcial a 1:50 le correspondió un valor de 1.5, y así sucesi- 
vamente. Sumandose los valores de los títulos de cada uno de los 24 sueros 
y dividiÉndolos por 24, se obtiene el valor promedio del título. Este valor 
promedio se reconvirtió entonces en el título promedio. Por ejemplo: el valor 
promedio de un título de 2.68 es equivalente a la aglutinación completa a una 
dilución de 1 a la cantidad de 50, más 68% de la diferencia entre 50 y 100, o 
completa aglutinación a 1:84. La sensibilidad relativa sería entonces 84. 

5.-Mínimo título significativo de los casos en los que las instrucciones incbryeron 
la interpretación de las reacciones de aglutinación. En aquellos casos en que 
se indicó el mínimo título significativo como aglutinación parcial a una de- 
terminada diIución, se designó el título significativo como intermedio entre 
éste y la dilución inmediata m8s baja. Por ejemplo: se designa un título signi- 
ficativo o aglutinación parcial a 1:lOO como equivalente a una aglutinación 
completa a 1:75; es decir, intermedia entre esta última y la dilución más baja 
que la sigue. 

6.-Relativa sensibilidad aplicada: Estos vaIores refinen los factores de (1) sen- 
sibilidad relativa, y (2) titulo significativo. Se hicieron las computaciones 
dividiendo el valor de la sensibilidad relativa por el valor del título signifi- 
cativo y multiplicando el cociente por 100. Debido a que estos valores refinen 
la relativa sensibilidad y las interpretaciones de la prueba de aglutinación, 
dichos valores indican la sensibilidad de la prueba de acuerdo con su aplica- 
ción en practica. 

7.-Interpretación. Se refiere a los tftulos significativo, dudoso, y negativo, res- 
pectivamente. 

S.-Legibilidad de la prueba. El carzkter de la aglutinación y la delimitación del 
punto extremo. 
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Pureza 
Mediante el examen microscópico de especímenes coloreados se de- 

terminó el porcentaje de celulas extrañas en el antígeno, el que fluctuó 
entre 0 y 13%. El recuento bacteriano de células viables por CC en los 
antígenos de placa, o en los antigenos de tubo concentrados, fu6 en 18 
casos 0; los recuentos variaron de 1,000 a 8,500 en 12 antfgenos, de 
51,000 a 84,000 en 5, fu6 de 360,000 en 1 antfgeno, y de 3 a 10 millones 
en 3. Las células viables no fueron Brucellas. Las células extrañas no 
afectaron materialmente la reacción de aglutinación hasta donde fu6 po- 
sible determinarlo, en las pruebas de aglutinación hechas con los 55 
sueros. 

Aglutinabilidad 
Los sueros bovinos, de bajo a alto título, empleados en las pruebas 

de aglutinación, fueron obtenidos de hatos infectados o de animales de 
abasto. Los sueros con títulos negativos fueron obtenidos de hatos nega- 
tivos. Los títulos de los sueros escogidos fluctuaron desde el negativo 
a la dilución de 1:25, hasta aglutinación completa a 1: 1,600, de acuerdo 
con el método de la prueba de tubo de la Dirección de Industria Animal 
de los Estados Unidos. Los títulos de 24 de los sueros usados para cal- 
cular la sensibilidad relativa de los antígenos, variaron desde la aglu- 
tinación incompleta o parcial a la dilución de 1:50, hasta la aglutina- 
ci6n parcial de 1:200. En todo lo posible se siguieron las instrucciones 
proporcionadas con cada uno de los antígenos en 10 referente a la prepa- 
raci6n de la prueba, período de incubación y la lectura de la misma. El 
método usado al hacer la lectura de las pruebas no permitía que el in- 
vestigador conociera el numero del suero en estudio, asegurando así una 
lectura imparcial. 

En el Cuadro 1 se resumen las observaciones hechas sobre los antf- 
genos estudiados. Este método de determinar la sensibilidad relativa 
de antígenos para fines de comparación, haciendo pruebas con 20 a 
30 sueros de bajos títulos intermedios y haciendo lecturas separadas, 
ha resultado ser muy satisfactorio. En un alto porcentaje de casos se 
puede duplicar con un margen de más o menos 10% el valor de la sensi- 
bilidad relativa obtenida. Si se quieren estimar con precisión las pequeñas 
diferencias en la sensibilidad del antfgeno, se deberá emplear un número 
considerable de sueros y las lecturas se deber& hacer separadamente. 

Las reacciones de aglutinación obtenidas con los antfgenos XI A-l 
y XII A-2 fueron tan paradójicas que no fu6 posible calcular la sensibi- 
lidad relativa. Estos dos antígenos dieron reacción negativa con varios 
sueros de título elevado. El antígeno XII A-l es un antígeno de tipo 
especial que se emplea a una sola dilución siguiendo una t&nica también 
especial. Esta prueba especial parece ser útil para la separación de 
sueros que dan títulos mayores de 1: 100, con la mayoría de los anti- 
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CUADRO 2.-Efectos de Za concentracidn celular de BrucelIa en la prueba de 
aglutinación en tubo sobre sensibilidad y Itulo 

- 
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CUADRO 3.-TWdos de aglutinacihz del suero normal desecado de Brucella abortus 
(Oficina Internacional de Epizootias) 
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genos, de aqu6llos que dan titulos menores de 1: 100. En algunos casos 
no se proporcionó información con relación a los títulos significativos. 
En estos casos no se pudo determinar la sensibilidad relativa aplicada 
ni los valores de interpretación. En dos casos la cantidad de antígeno 
suministrada fu6 insuficiente para hacer la prueba con los 24 sueros que 
se emplearon para hacer la determinación de la sensibilidad, por cuya 
razón no aparecen los valores en la columna “Interpretaci6n.” Asimismo, 
en el caso de estos dos antígenos los valores correspondientes a la sensi- 
bilidad relativa y a la sensibilidad relativa aplicada no pueden com- 
pararse estrictamente a los valores dados para los otros antígenos. 

Como aparece en el Cuadro 1, los valores correspondientes a la sensi- 
bilidad relativa de los antigenos de placa ofrecen menos variaciones que 
los antígenos de tubo. La relación máxima-mínima de la sensibilidad 
relativa de los antígenos en placa es de 140 a 51, o sea una relación de 
2.74: 1. Esto indica que la sensibilidad relativa del antígeno de placa 
m8s sensible fu6 2.74 veces mayor que la del antfgeno menos sensible. 
La variación en los antígenos de la prueba en tubo fué de 538 a 36, o sea 
una relación máxima-minima de 14.9 : 1. La sensibilidad relativa apli- 
cada para la prueba en placa varió de 187 a 51. En este caso el antigeno 
más sensible, en lo que se refiere a la aplicación, fue 3.67 veces más 
sensible que el antígeno menos sensible. Al comparar la sensibilidad 
relativa aplicada de los antígenos en tubo, la proporción entre el de 
mayor y el de menor sensibilidad fu6 897 a 39, o sea una relación m&ima- 
mínima de 23:l. 

Las observaciones hechas durante las pruebas de aglutinación indi- 
caron la posibilidad de que la gran variación encontrada en la sensibili- 
dad fuera originada en parte por la cepa especial de la Brucella usada 
en la preparación del antígeno, el m6todo de cultivo, así como por la 
forma de hacer la recolección e inactivar las células. Sin embargo, pa- 
rece que los factores más importantes de esta gran variación en la sen- 
sibilidad de los antígenos son la diversidad en la concentración de Bru- 
cella y las diversas técnicas empleadas en la ejecución de la prueba. 

Con el fin de investigar esta última posibilidad, siete de los antígenos 
de tubo que mostraron la mayor variación en su sensibilidad relativa 
fueron sometidos a un nuevo examen, empleAndose una concentración 
uniforme de Brucella y siguiéndose el procedimiento y lectura recomen- 
dados por la Dirección de Industria Animal de los Estados Unidos. Los 
valores de sensibilidad relativa obtenidos mediante los dos m6todos se 
muestran en el Cuadro II. Utilizando las concentraciones y las técnicas 
recomendadas en las instrucciones de cada uno de los antigenos, las 
sensibilidades relativas variaron de 538 a 36, lo que da una relación 
máxima-mfnima de 14.9 a 1. Empleándose una t6cnica y concentración 
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uniforme con todos los antígenos, la sensibilidad relativa varió de 129 
a 74, o sea una relación máxima-mínima de 1.74 a 1. Los resultados 
indican que los factores más importantes en la variación obtenida en las 
pruebas en tubo fueron debidos en gran parte a la diversidad de las 
concentraciones de las células de Brucella así como la diferencia de las 
técnicas empleadas en la prueba. 

Resultados con el suero normal desecado 

El suero normal desecado (1) de la Oficina Internacional de Epizoo- 
tias, proporcionado por el Dr. A. W. Stableforth del Laboratorio de 
Weybridge en Inglaterra, se empleó en el examen de 13 antígenos en 
tubo. Los títulos obtenidos con este suero tipo aparecen en el Cuadro 
III. En general, los tftulos obtenidos con este único suero, tomando en 
consideración los errores de experimentación, están de acuerdo con los 
valores de sensibilidad relativa dados en el Cuadro 1. 

Discusión 

Era de esperarse que los resultados obtenidos en las diversas pruebas 
con los antígenos, especialmente las de aglutinación, no fueran iguales 
a los resultados que se hubieran podido obtener en el laboratorio de 
origen, por lo cual los valores obtenidos deben considerarse solamente 
como aproximados. 

Con algunas excepciones, la pureza de los antígenos, desde el punto 
de vista de bacterias extrañas viables o no viables, parece ser adecuada 
para su empleo en la prueba de aglutinación. La aglutinabilidad de gran 
parte de los antfgenos fu6 aparentemente normal, en lo que se refiere 
a la naturaleza de las reacciones de aglutinación, a la claridad del punto 
terminal de los tftulos de aglutinación y a la ausencia de serias desvia- 
ciones de lo normal. Los estudios indican que la uniformidad en la 
concentración del antígeno y en la técnica empleada en la prueba de 
aglutinación, asf como la uniformidad en la interpretación de la prueba, 
podrían reducir la gran variación encontrada en la sensibilidad relativa 
aplicada de los antígenos examinados. 

Los resultados de estos estudios indican que se hace difícil comparar 
los resultados de estudios de brucelosis que comprenden pruebas de 
aglutinación de distintos laboratorios o pafses sin suficiente conocimiento 
acerca de los antígenos usados, las técnicas empleadas y sobre la inter- 
pretación de la prueba. 

El amplio empleo de la prueba de aglutinación como prueba diag- 
nostica en el programa para el control de la brucelosis bovina en los 
Estados Unidos, ha demostrado la importancia de uniformar la prueba 
en todo el pafs. En las primeras fases del programa para el control de la 
brucelosis bovina, cada Estado empleó un antígeno especial y una t&- 
nica propia en la ejecución de la prueba. Los estudios (2) (3) que se 
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hicieron con los diversos antígenos demostraron aproximadamente el 
mismo grado de variacibn en la sensibilidad que se ha encontrado en 
este trabajo. Las dificultades encontradas en la interpretación de los 
resultados obtenidos en el programa de control de los Estados, así como 
en el transporte interestatal de ganado sujeto a la prueba de aglutina- 
ción se solucionaron considerablemente, cuando se adoptaron en los 
Estados Unidos, hace diez años, un antígeno y una tócnica uniformes 
para la realización de la prueba de aglutinación. Desde entonces se ha 
progresado rápidamente en el conocimiento de la brucelosis bovina y 
en el empleo de la prueba de aglutinación en los programas de control 
o erradicación. 

Deseamos expresar nuestro agradecimiento al Doctor Peter J. Ostap- 
chuk por su valiosa ayuda técnica en la ejecución de este trabajo. 

REFERENCIAS 
<- 

(1) Stableforth, A. W.: Standardisation du diagnostic de la brucellose bovine 
par l’épreuve de séro-agglutination. Dix-huitième Session du Comité 
de l’office International des Epizooties, XXZV, 229-247, 1950. 

(2) Fitch, C. P., y Thompson, C. M.: Studies of Physical Properties and ag- 
glutinability of Bruce& Abortus Plate Antigens from Severa1 
Sources, Cornell Vet., 26, 222-230, 1936. 

(3) Fitch, C. P.; Roepke, M. H., y Thompson, C. M.: Studies of Physical 
Properties and Agglutinability of Brucella Abortus Plate Antigens 
from Severa1 Sources. II. Cornell Vet., 27, 366-373, 1937. 


