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Se hace una evaluacién de los materiales, mélodos y re-
sultados de la prueba de aglutinacion para el diagnédstico de
la brucelosis tanto humana como animal, de diez paises de
América, a fin de conocer los progresos alcanzados y estudiar
las variaciones existentes en cuanto a la estandarizacién de
antigenos y técnicas.

La prueba de aglutinacién, no sélo es el
método més seguro para el diagndstico sero-
16gico de la brucelosis humana y animal,
sino también el més usado universalmente.
En la prictica, sin embargo, los resultados
son muchas veces dispares, debido a la
variacién que existe entre los antigenos y
téenicas usados en los diferentes palses y
aun en diversos laboratorios de un mismo
pais.

Murdock v colaboradores, en 1950-1951
(1), hicieron, bajo los auspicios de la Oficina
Sanitaria Panamericana, una evaluacién
de la prueba de seroaglutinacién, y con tal
objeto analizaron 36 antigenos usados en
las Américas (17 para prueba en placa y
19 para prueba en tubo), procedentes de 29
laboratorios oficiales y particulares, de 12
paises americanos y europeos. Los resul-
tados obtenidos revelaron variaciones apre-
ciables en la sensibilidad de los antigenos y
en la forma de hacer e interpretar la prueba.

El presente trabajo es una evaluacién
similar a la anterior, hecha con el propésito
de conocer los progresos alcanzados, estu-
diar las variaciones que todavia existen e
investigar sus posibles causas.

En el texto se ha usado una clave para
designar los paises y los antigenos, por lo

Centro Panamericano de Zoonosis, Oficina Sani-
taria Panamericana, Azul, Argentina.

que s6lo las autoridades de cada uno de
ellos podran identificar los resultados de los
antigenos que se empleen dentro de su
propia jurisdiccién y compararlos con los
de los demds paises.

Material y métodos

Participaron en esta evaluacién diez
paises (Argentina, Brasil, Canadd, Colom-
bia, Chile, Estados Unidos, México, Perd,
Surinam y Uruguay), y proporcionaron
un total de 14 antigenos para prueba en
tubo y 24 para prueba en placa. Los labora-
torios participantes también suministraron
la informacidn relativa a la elaboracién del
producto v a la téenica e interpretacion
de las pruebas respectivas.

La presente reevaluacién comprende: 1)
anilisis de la informacién suministrada por
los laboratorios productores, y 2) control de
laboratorio de las muestras de antigeno
recibidas.

Las pruebas de control se hicieron e in-
terpretaron segiin los métodos del Departa-
mento de Agricultura de Kstados Unidos
(2), ampliamente aceptados en las Américas
como pauta para la estandarizacién de los
antigenos. Todos éstos fueron sometidos a
las siguientes pruebas: control de pureza y

* Manuserito recibido en diciembre de 1963.
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esterilidad, determinacién del pH, deter-
minacién del volumen celular, y prueba de
sensibilidad. También se midi6 el ndmero
de gotas por ml. del gotero incluido junto
con los antigenos en placa.

La sensibilidad de los antigenos en estu-
dio se determind por pruebas comparativas
de aglutinacién en placa, usando un anti-
geno de referencia de sensibilidad estdndar y
un grupo de 20 muestras de sueros bovinos
de titulos escalonados, desde negativos
hasta 1:200 6 m4s. Como antigeno de
referencia se utilizé el que elabora el Cen-
tro Panamericano de Zoonosis, cada lote
del cual se ajusta, en cuanto a sensibilidad,
al antigeno del Departamento de Agricul-
tura de Estados Unidos.

Las reacciones se hicieron probando cada
suero on cuatro diluciones (1:25, 1:50,
1:100 y 1:200), ¥ en el caso de los antigenos
en estudio, las pruebas de aglutinacidn, se
efectuaron siguiendo las indicaciones del
laboratorio productor. Los resultados se
codificaron asignando un punto a cada
dilucidn completa, y medio punto a las
incompletas. La suma de los puntos de cada
antigeno en las distintas diluciones de las
20 muestras de sueros, determind su corres-
pondiente “valor total de aglutinacién.

Para calificar la sensibilidad, se compara-
ron los valores totales del antigeno en estu-
dio con los del antigeno estdndar. Se aceptd
como satisfactorio un antigeno con una dife-
rencia de hasta 3 puntos, en més o en menos,
en el “valor total de aglutinacién”, siempre
que no mas de una de las 20 muestras de
suero examinadas, tuviera una variacién
de 1 punto (una dilucién).

Andlisis de la informacién suministrada por los
laboratorios

Los 38 antigenos recibidos se pueden
clasificar como se indica en el Cuadro 1.

Para el anilisis ulterior, los antigenos se
clasificaron en antigenos de uso humano y
de uso animal. Entre los primeros sélo se in-
cluyeron los que se utilizan en forma exclu-

siva para este propdsito (5 para reaccidn en
placa y 7 en tubo), mientras que se con-
sideraron de uso animal, todos los restantes.

Elaboracién de los antigenos

En el Cuadro 2 se muestran las diferentes
especies y cepas de Brucella empleadas en
la preparacién de los antigenos estudiados.

Si bien en la elaboraciéon puede usarse
cualquier cepa lisa (S) de las tres especies
de Brucella, se ha comprobado que entre
ellas existen variaciones en sensibilidad
(3, 4). Ademas, no es aconsejable ¢l empleo
de Br. melitensis v Br. suis por el peligro
que significa para el personal encargado de la

CUADRQO 1—Estudio comparativo de la prueba de
aglutinacidn, de brucelosis. Clasificacién de

los 38 antigenos estudiados.

Especie animal Agﬁgce;o ) Antziggno Total
Humano . 5 7 12
Humano y animal . 4 2 6
Bovino . 10 5 15
Bovino y suino 1 — 1
Bovino y caprino 1 — 1
Bovino, suino, caprino,

¥y ovino. . 3 — 3
Totales . . .. 24 14 38

CUADRO 2-—Especies y cepas de Brucella usadas en
la preparacién de los antigenos estudiados.

Antigeno | Antigeno
placa tubo

Especies y cepas

hu- { ani- | hu- | ani-

mano| mal [mano| mal

Br. abortus 3 — 1| — |~
Br. abortus 19 — 1| — |~
Br. agbortus 99 . . — | — 1 1
Br. gbortus 413 ... — | 11— 1
Br. gbortus 1119 . . 41161 3| 5
Br. abortus “‘avirulenta’”. 1|— | 1|~
Br. melitensis A-13-D — | — 1 —
Br. suis A-12. — | — 1} —
Totales.. . . . . A 5119 7| 7

i
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CUADRO 3 —Medios de cultivo empleados en la
preparacién de los antigenos estudiados.

Antfgeno
placa

Antigeno
tubo

Medios de cultivo

hu- | ani- | hu- | ani-
mano| mal [mano| mal
i

Agar papa . . g 1]161 2| 5
Agar papa, trlptosa hldro-

lisado de levadura . - —]1—11
Agar papa, dextrosa 109 . — 1, — | —
Agar papa, dextrosa, inf.

higado . AU B O e B
Agar triptosa.... .. Jg—=1 1] 2|—
Agar 3%, dextrosa mf carne

proteosa No. 2.. o= 1= 1
Agar, dextrosa, dlgesto pan-

credtico de caseina 1] — 1 1]—
Brucella agar Albimi . 11— 1]—
Agar triptosasoya No.520 ...0 1| — | 1| —

' |

Totales ...... | 5]19] 7' 7

elaboracion. La cepa de eleccién es Br.

abortus 1119, tanto por su estabilidad y
baja virulencia, como por la conveniencia
que ofrece de establecer la uniformidad en
la preparacién de los antigenos. Esta cepa
fue utilizada en el 83 % de los antigenos para
prueba en placa, y en el 57% de los anti-
genos para prueba en tubo.

Tal como se indica en el Cuadro 3, los
laboratorios emplearon diferentes medios
de cultivo en la elaboracién de los antigenos.

El agar papa fue el medio més utilizado,
especialmente en la preparacién de los an-
tigenos de placa y tubo para uso animal.
Cabe hacer notar la gran diversidad de
medios usados en la elaboracién de los an-
tigenos para uso humano.

Las botellas sembradas se incubaron entre
34° y 37,5°C., durante un lapso que varié
entre 45 y 90 horas. En la recoleccién del
cultivo, se emplearon varios tipos de
soluciones. En orden de frecuencia, la més
usada fue la solucién salina al 0,85%, a la
que se afiadié fenol al 0,5 % (24 antigenos) y
en segundo término, esta misma solucidn,
pero sin fenol (11 antigenos). En 4 antigenos
se empleé la solucién salina isoténica

amortiguada ¥ en uno, la solucién salina al
12 % fenolada y glicerinada.

Se ha demostrado que el contacto pro-
longado de la suspensién bacteriana con el
medio de cultivo, puede afectar la sensibili-
dad del antigeno por la absorcién de agar
soluble y posiblemente por otras substancias
(4, 5). La informacién recogida en este estu-
dio, correspondiente a 29 antigenos, indica
que, en algunos casos (26 antigenos), el
contacto de la suspensién con el medio de
cultivo varié desde pocos minutos hasta
ung hora, y en otros (3 antigenos), de 2 a
48 horas.

La falta de centrifugacién de la suspen-
si6n bacteriana, también afecta la sensibili-
dad del antigeno. En la revisién efectuada
se encontré que, en la gran mayoria de los
laboratorios productores, la pasta bac-
teriana se obtuvo por centrifugacién. Sélo
en 4 de ellos no se usé este procedimiento.

Otro factor que afecta la sensibilidad, es
el agua de condensacién y el liquido sobre-
nadante de la siembra, por lo que es im-
portante eliminarlos antes de iniciar la
cosecha. La informacién recogida no per-
mite asegurar que todos los laboratorios
observen esta prictica.

En la mayoria de los antigenos de uso
animal (69 %), la inactivacién de la sus-
pensién madre se efectué a 100°C. durante
20-30 minutos, mientras que en la elabora-
cién de los antigenos de uso humano, hubo
una gran variacién, especialmente en cuanto
a temperatura y tiempo de inactivacién.
Ademss, algunos laboratorios emplearon
substancias quimicas para este fin.

La concentracién celular se midié por
diversos procedimientos, segiin se indica en
el Cuadro 4.

En la casi totalidad de los antigenos de
uso animal (placa y tubo), la concentracién
celular se hallé por el método volumétrico
de Fitch (5). Por el contrario, en los anti-
genos de uso humano, sélo 3 laboratorios
utilizaron este método, mientras que 5 hi-
cieron la determinacién por métodos nefelo-
métricos o recuentos bacterianos, y otros 4 6
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CUADRO 4 —Métodos usados para determinar la
concentracién celular de los antigenos estudiados.

Antigeno | Antigeno
placa tubo
Concentracién celular

hu- | ani- | hu- | ani-
mano| mal {mano| mal

Nefelémetro  MacFarland
(tubo No.3 X 10).. . . 11— 1] —
Tubo Trommsdorff . — - =11
Tubo Fitch-Hopkins . — 18] 3] 6
Standard Pyrex No. 25.. — = 1=
Recuenio bacteriano.  ..... 1] —1 1)—
No se indica o no se determina 31 1] 1| —
Totales.. .. . 5019 71 7

CUADRO 5— Métodos empleados en el control de la
sensibilidad de 38 antigenos para la prueba de
aglutinacién en brucelosis.

Antigeno

Antigeno
placa

tubo
Prueba de sensibilidad

hu- | ani- | hu- | ani-
mano| mal |mano| mal

Antigeno patrén y sueros de
diferentes titulos .. .. . 2 14| 1| 5
Antigenos conocidos (lotes an-
teriores o comerciales) y

sueros de diferentes titulos 17 3] 4] 1
Suero patrén., . ... .. . — 1| —|—
Aglutinacién con sueros posi-

tivos y negativos. .. .. 1| — | 1] 1
Suero especifico de conejo. 1) —| 1] —
Sin especificar. . — | 1| —|—

Totales.... .. . 5119 7] 7

no la determinaron, o bien, no indicaron el
método empleado. Tal como se ha demos-
trado, los métodos de opalescencia y el
recuento conducen a errores apreciables en
la evaluacidn de la concentracidén (5, 6),
lo que también puede repercutir en la
sensibilidad.

En el Cuadro 5 se muestran los proce-
dimientos wutilizados por los laboratorios
productores en la prueba de sensibilidad
propiamente dicha, la cual es el ajuste més
importante en la uniformacién de antigenos.

De un total de 38 antigenos, se estanda-

rizé la sensibilidad de 22, usando un anti-
geno patrén y sueros de diferentes titulos;
la de 9 antigenos, se estandarizé con lotes
anteriores o con antigenos comerciales, y
la de 6, sélo con sueros. En la prictica, el
primero es el método que ha dado mejores
resultados. La comparacién con lotes an-
teriores adolece del defecto de que los
pequefios errores en lotes sucesivos se
van acumulando. En el caso de uniforma-
cién contra antigenos de otros laboratorios,
puede ocurrir que éstos no sean de sensibi-
lidad satisfactoria.

Como preservativo del producto termi-
nado se usd, en la mayoria de los casos (30
de un total de 38 antigenos analizados),
el fenol 0,5 %. S6lo en 2 antigenos de placa
se emplearon colorantes bacteriostdticos
Unicamente. No se suministré informacién
con respecto 2 los 6 antigenos restantes.

Técnicas e interpretacién de las pruebas

Para efectuar la prueba en tubo, los
siete laboratorios productores de este
antigeno para uso humano propusieron 3
téenicas diferentes. La primera (4 labora-
torios) consistié en hacer diluciones dobles
del suero, con solucién salina, y agregar un
volumen igual de antigeno a cada tubo;
la segunda (2 laboratorios), agregar a 2 ml.
de antigeno, las cantidades correspondientes
de suero para obtener diluciones dobles a
partir del titulo 1:25; v la tercera (1 labora-
torio), hacer con solucién salina, diluciones
dobles del suero y agregar 2 gotas de anti-
geno coloreado y concentrado.

En estos antigenos se recomendé hacer la
lectura de la prueba en dos formas; es decir,
después de una incubacién de 48 horas a
37°C. (6 casos) o después de 4 horas a
48°-52°C., seguida de refrigeracién durante
la noche y centrifugacién a 2.000 r.p.m.,
por espacio de 10 minutos (1 caso).

Tres fabricantes de este tipo de anti-
geno de uso humano sefialaron como titulo
significativo para la prueba en tubo, una
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aglutinacién 1:100-1:160; los 4 restantes
no suministraron informacion al respecto.

Con relacién a los antigenos para la
prueba en tubo de uso animal, la mayoria
de los laboratorios productores (6 de 7),
sugirieron el empleo de la técnica del De-
partamento de Agricultura de Estados Uni-
dos (2 ml. de antigeno por tubo y 0,08
ml.; 0,04 ml.; 0,02 ml.; y 0,01 ml. de suero
no diluido, para obtener diluciones desde
1:25 hasta 1:200). Hizo excepcién un
laboratorio, el cual recomendé efectuar
la dilucién empleando 1 ml. de un antigeno
casi 3 veces més concentrado (0,13 %) que
el usado en el procedimiento anterior.

En estos antigenos se indicaron diferentes
formas para hacer la lectura de la reaccién:
después de 48 horas de incubacién a 37°C.
(2 laboratorios); después de una incubacién a
37°C. por diferentes periodos, seguida por
otra a temperatura ambiente (4 laboratorios),
y después de 2 horas a 52°C. y 22-24 horas a
temperatura ambiente (1 laboratorio). Este
dltimo corresponde al antigeno concentrado
mencionado antes.

Los fabricantes de antigenos para prueba
en placa, tanto de uso humano como animal,
recomendaron la téenica descrita por Hud-
dleson (7). Las disparidades observadas
entre los diferentes laboratorios, se re-
fieren principalmente al tiempo de la lec-
tura, sobre todo en los 5 antigenos de uso
humano. En cambio, en la mayoria de los
antigenos de uso animal (11 de 18), se
indicé hacerla a los 8 minutos, lo que est4
de acuerdo con lo aconsejado originalmente
por Donham y Fitch (8).

La mayoria de los laboratorios que produ-
cen antigenos para placa (16 de 19) y tubo
(6 de 7) de uso animal, sefialaron como titulo
significativo una aglutinacién completa a
1:100. En el caso del antigeno concentrado
(0,13%), se consideré como positiva toda
reaccién a partir del titulo 1:50.

Los datos ya expuestos demuestran que
en la prueba en tubo existen algunos hechos
interesantes. Los laboratorios que diluyen
el suero con solucidn salina y luego mezclan

una cantidad igual de suero diluido y de
antigeno obtienen una concentracién final
del reactivo dos veces menor que los que
agregan directamente, a una cantidad fija
de antigeno, cantidades variables de suero
no diluido (0,08; 0,04, etc.). Ademis se
observaron en esta prueba variaciones con
respecto al tiempo y temperatura de incuba-
cién empleados, lo que indudablemente
influye en los resultados finales (5).

Examenes de laboratorio de los antigenos
recibidos

Antigenos para prueba en tubo

Las pruebas de pureza y esterilidad, asi
como el pH, fueron satisfactorias en todos
los antigenos examinados. El volumen celu-
lar, en la mezcla final suero-antigeno y los
resultados de la prueba de sensibilidad, se
resumen en el Cuadro 6.

En los antigenos de uso humano para
prueba en tubo, fue posible observar notables
variaciones con respecto al antigeno de
referencia. Asi, en el volumen celular hubo
cifras que variaron de 0,004 a 0,3%, y sélo
un antigeno, de los 7 analizados, se en-
contré dentro de los Iimites normales. El
grado de sensibilidad también mostré
grandes variaciones, ya que el antigeno de
sensibilidad més baja tuvo 16 puntos menos
que el total de aglutinacién obtenido con
el estandar, y el antigeno de mayor sensibili-
dad, tuvo 8 puntos méis que el patrén.
Igualmente, en los sueros individuales, la
mayoria de los antigenos acusaron més de
1 punto de variacién, en mis de una de las
20 muestras examinadas. A partir de estas
consideraciones, de los 7 antigenos para tubo
de uso humano, sélo el antigeno G3 pasé
satisfactoriamente la prueba de sensibilidad
y por lo tanto fue el dnico que pudo con-
siderarse aceptable.

En los antigenos para tubo de uso animal,
las variaciones no fueron tan marcadas.
El dnico antigeno (I1) que, en su concen
tracién, se separd significativamente del
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CUADRO 6 —Volumen celular y prueba de sensibilidad de antigenos empleados en las Américas,
para la prueba de aglutinacién en tubo, de brucelosis.

Prueba de sensibilidad
A(rﬁigveen)o Uso P‘?Orlcf'lfll‘zge f L. No. d indivie Aceplable
celular Variacién en el total de d%alees sclgzr?:élsdlev;
aglutinacién (20 sueros)* punto de diferencia**
— Antigeno de refe- 0,045 0,0 puntos 0 sueros —
rencila

A8 Humano 0,3 47,0 < 7 no
A9 ¢ 0,013 —5,0 « 4« no
Al10 ¢ 0,105 —-16,0 “ 12« no
All ¢ 0,6 +8,0 10« no
2 “ 0,004 -7,6 ¢ 12« no
G3 “ 0,04 -2,0 « [ si
G4 ¢ 0,035 +1,5 “ 3 “ no
Al3 Animal 0,045 0,0 ‘ 0 “ si
B3 “ 0,046 +1,5 “ 1 o si
E6 “ 0,041 +2,5 “ 1 ‘ si
G2 “ 0,038 +6,5 s 5 “ no
H2 “ 0,048 | +0,5 1« si
11 ¢ 0,135 -3,5 ‘“ 1 ‘“ no
J2 “ 0,049 +1,5 0« si

* Tatal de puntos de diferencia con respecto a la prueba con el antigeno de referencia. Cada punto equivale a una dilueién,

** N'dmero de sueros en los cuales hubo diferencia de una dilucién o mds, en comparacién con la prueba hecha con el antigeno de

referencia.

resto, fij6 como titulo diagndstico un titulo
menor que el de los demés (1:50 en lugar
de 1:100). Sélo en 2 antigenos (G2 e I1)
la diferencia en la sensibilidad sobrepasé 3
puntos al total de aglutinacién del estdndar,
y uno de ellos (G2) presenté diferencias
mayores de 1 punto en més de una muestra
individual. En consecuencia, pudieron con-
siderarse satisfactorios 5 antigenos para tubo
de uso animal de un total de 7.

Antigenos para prueba en place

En los 24 antigenos de placa, las pruebas
de pureza y esterilidad fueron satisfactorias
v el pH tuvo un margen de variacién de
6,4-7,4, es decir, estuvo dentro de los limites
que no afectan la sensibilidad. Los resul-
tados del volumen celular y de la prueba
de sensibilidad se muestran en el Cuadro 7.

De los 5 antigenos de uso humano anali-
zados, uno solo (A7), tuvo un volumen
celular similar al de referencia. Sin embargo,
no resulté satisfactorio por presentar fend-

menos de zona y porque su sensibilidad
mostré 20,5 puntos més que ¢l valor total
de aglutinacién del patrén. Dentro de
este mismo grupo, el antigeno Al, aunque
s6lo tuvo 0,5 puntos de diferencia en el
total de aglutinacion, tampoco pasé la
prueba de sensibilidad por presentar varia-
ciones de un punto o més en varias de las
20 muestras de suero. De acuerdo con estos
resultados, ninguno de los antigenos para
placa, de uso humano, pudo considerarse
satisfactorio.

En los antigenos de uso animal, los valores
del volumen celular fueron més uniformes
y, en muchos casos, muy parecidos al anti-
geno de referencia. Tomando los wvalores
extremos, éstos variaron de 8 a 17,5%.
Diez de los 19 antigenos examinados, tu-
vieron una diferencia de mis de 3 puntos,
en comparacion con el valor total de aglu-
tinacién del antigeno de referencia, o
presentaron una variacién de una dilucién o
més en varias muestras de suero. De acuerdo
con estos resultados, sélo pudieron consi-
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CUADRQ 7 —Volumen celular y prueba de sensibilidad de antigenos empleados en las Américas,
para la prueba de aglutinacién en placa, de brucelosis.
Prueba de sensibilidad
Antfgeno Uso P((‘),rocle:lﬁ?ne e Aceptable
(clave) celular)* Variacién en el total de Ndo'ald € sueros ‘mgwi-
aglutinacién (20 sueros)** ptxlntzs dcglclli?éﬁn c?a.T
— Antigeno de refe- 11,0 0,0 puntos 0 —
rencia

Al Humano 2,5 +0,5 « 6 no
Ab “ 2,0 -7,0 7 no
A6 £ 6,0 —-16,5 10 no
A7 “ 12,0 +20,5 ¢ 12 no
B1 o 5,0 +5,5 ¢ 4 no
A2 Animal 10,5 —-1,5 0 sl
A3 o 13,5 +0,5 ¢ 0 si
Ad “ 12,0 +5,0 *¢ 3 no
Al2 ce 11,5 0,0 0 si
B2 “ 9,5 0,0 0 si
C1 “ 8,0 —-2,5 ¢« 1 st
c2 “ 8,0 +1,5 « 5 no
D1 ¢ 17,5 —3,5 ¢ 1 no
E1 “* 12,0 —4,5 ¢ 3 no
E2 “ 8,0 +4,0 * 2 no
E3 ¢ 9,0 +9,5 ¢ 5 no
E4 “ 8,5 +10,5 ¢ 6 no
E5 “ 9,5 —-1,0 ¢ 3 no
7 ¢ 11,5 +4,5 ¢ 6 no
ES8 e 10,5 +5,0 ¢ 4 no
F1 o 11,5 +1,5 « 1 si
Gl ¢ 12,5 +2,0 4] si
Hil ¢ 11,5 +1,0 « 0 st
N ¢ 11,5 —0,6 ¢ 0 si

* Volumen celular del antigeno antes de agregar el suero.

** Puntos de diferencia con respecto al antigeno de referencia, comparando los valores totales de aglutinacién.
+ Ntimero de muestras en las cuales hubo diferencia de una dilucién o m4s, con respecto a la prueba con el antigeno de referencia

derarse satisfactorios 9 antigenos para placa,
de uso animal.

El control de los 15 goteros suministrados
por los fabricantes, se hizo midiendo el
nimero de gotas por ml., y demostré lo
siguiente: 11 dieron de 27 a 35 gotas por ml.,
v 4, de 36 a 56 gotas por ml.

En suma, los Cuadros 6 y 7 demuestran
que el volumen celular fue bastante uni-
forme en los antigenos de tubo y placa
para uso animal, y no asi en los antigenos
de uso humano. Esto se explica porque en
los antigenos de uso animal—con excep-
cién de uno—este ajuste se hizo por tubos
Fitch-Hopkins, mientras que en la elabora-
ci6n de los antigenos de uso humano, se

utilizaron diferentes métodos o no se hizo
tal determinacién. También los antigenos
para prueba en tubo de uso animal, tienen
una sensibilidad similar. La variacién
observada en los antigenos para placa de
uso animal, se puede explicar, ademis del
diferente volumen celular, por el uso de
distintas cepas, por los tiempos de lectura
diferentes y por los goteros mal calibrados.

Es posible que varios de los antigenos,
tanto de tubo como de placa, fueran elabo-
rados con cepas disociadas. Una indicacién
en tal sentido son los fendmenos de zona
observados y las reacciones dispares con
varias muestras de suero.
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Discusién

Después de muchos afios de experiencia,
se acepta universalmente que la prueba de
aglutinacién es de gran valor en el diag-
néstico de la brucelosis tanto humana como
animal. Sin embargo, en la prictica se tro-
pieza con algunas dificultades debido a la
falta de uniformidad en los antigenos y
técnicas empleados, asi como al diferente
criterio usado para interpretar la prueba (9,
10). Por estas razones, muchas veces no
coinciden ni los diagnosticos hechos en
paises distintos, ni siquiera los hechos en
laboratorios de un mismo pajs. Las conse-
cuencias de esta situacién son deplorables,
ya que la diferencia en el diagnéstico des-
concierta por igual a médicos y enfermos.
No menos importantes son las repercu-
siones de esas discrepancias en la preven-
cién de la brucelosis, ya que la base del
control de la brucelosis animal es un diagnds-
tico correcto, sin el cual toda campafia
profildctica estd condenada al fracaso.
Estos hechos también afectan de un modo
especial el comercio internacional de ganado.
Animales exportados por un pafs con certi-
ficacién que los acredita libres de brucelosis,
han sido encontrados reactores en el pafis
de destino. Esta diferencia no sélo entorpece
el comercio internacional de ganado, sino
que constituye un serio escollo en el mejora-
miento de la hacienda en paises que depen-
den de la importacién de reproductores.

Evidentemente, esta situacién necesita
ser modificada y asi se ha reconocido en
varias conferencias y reuniones interna-
cionales. En los dos dltimos Congresos In-
teramericanos de Brucelosis, se recomendd
que los pafses de las Américas empleen
antigenos y procedimientos similares en la
prueba de seroaglutinacién para el diagnds-
tico de la brucelosis humana y de la animal,
y que una institucién internacional buscara
la forma de facilitar la estandarizacién
de tales métodos. También se recomendd
que cada pafs designara una autoridad
central que tuviera a su cargo, en el 4mbito

nacional, la unificacién y estandarizacién de
materiales y técnicas, la que, a su ves,
deberia ser periddicamente provista por
una ageneils internacional, de los reactivos
necesarios con propositos de referencia
(11, 12).

Estos acuerdos han delineado perfecta-
mente la conducta aconsejable a nivel
nacional e internacional, pero tal como se
ha comprobado en el presente trabajo, el
objetivo final estd todavia muy distante.

La informacién suministrada por los
laboratorios demuestra que, si bien existe
una tendencia general a la wuniformacién
de los antigenos de uso animal, la mayor
parte de los cuales fueron elaborados,
correcta o incorrectamente, de acuerdo con
una cierta téenica, no existe la misma ten-
dencia en los antigenos de uso humano,
los que, en general, se elaboraron sin ningin
patrén.

Por su parte, los resultados de las pruebas
de control efectuadas a propdsito de este
estudio (Cuadros 6 y 7), demuestran que,
en el grupo de los antigenos de uso animal,
son satisfactorios el 71,4 % de los antigenos
de tubo y el 47,3 % de los de placa. En cuanto
a los antigenos de uso humano, sélo alean-
zan tal calificativo el 14,3% de los de tubo
y el 0% de los de placa. Estos resultados se
han obtenido con el empleo de un antigeno
de referencia, el cual fue utilizado en aten-
cién a qgue la mayorfa de los antigenos
analizados habfan sido elaborados siguiendo
una téenica estindar.

Como conclusién de este estudio, resulta
evidente la necesidad de una accién guberna-
mental que logre mejorar la calidad de los
antigenos. Hsta accidn debiera abarcar
desde la distribucién de téenicas, cepas
revisadas y antigenos de referencia, hasta
el control oficial de los antigenos elaborados
en cada pafs, a partir de un antigeno patréon.

Resumen

Se hizo una evaluacién de la prueba de
seroaglutinacién para el diagnéstico de la
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brucelosis humana y de la animal, tal como
actualmente se usa en los paises ameri-
canos. Este estudio comparativo fue similar
al efectuado en 1950-1951, también bajo
los auspicios de la Oficina Sanitaria Pana-
mericana, y tuvo por objeto conocer los
progresos alecanzados, estudiar las varia-
ciones que todavia existen e investigar sus
posibles causas.

Participaron 10 paises, los que suminis-
traron un total de 38 antigenos (14 para
prueba en tubo y 24 para placa). La primera
fase del estudio comprendié el anilisis de
las téenicas empleadas en la elaboracién de
los antigenos, de los métodos para ejecutar
las pruebas y del criterio usado para inter-
pretar los resultados, todo lo cual se hizo
basidndose en la informacién proporcionada
por los laboratorios productores. La se-
gunda parte consistidé en el examen de
laboratorio de todos los antigenos recibidos,
que incluy6: control de pureza y esterilidad,
determinacién del pH, determinacién del
volumen celular y prueba de sensibilidad.

Los resultados de esta evaluacién mues-
tran una tendencia a la uniformacién de
las técenicas de elaboracion de los antigenos
de uso animal y de la ejecucién de las prue-
bas respectivas, pero no ocurre lo mismo
con los antigenos y pruebas empleados en
medicina humana. Por lo que respecta a los
resultados de las pruebas de laboratorio,
hechas comparativamente con el antigeno
de referencia, el 71,4 % de los antigenos de
tubo, para uso animal, y el 47,3 % para placa,
resultaron satisfactorios. En cambio, sélo
el 14,3% de los antigenos para tubo y nin-
guno de los antigenos para prueba en placa,
de uso humano, fueron aceptables de acuerdo
con el estdndar.

Esta evaluacién sugiere que las depen-
dencias gubernamentales de los diferentes
paises, todavia no han tomado las medidas
necesarias para asegurar la estandarizacién
de antigenos y técnicas para la prueba de
seroaglutinacién, para el diagnéstico de la
brucelosis.
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Diagnosis Standardization of Brucellosis in the Americas (Summary)

Results are reported of an evaluation of the
seroagglutination test, for the diagnosis of hu-
man and animal brucellosis, as presently used
in the countries of the Americas. This com-
parative study was similar to that carried out in
1950-1951, also under the auspices of the Pan
American Sanitary Bureau. The purpose was to
measure progress toward standardization, de-
termine the differences that still exist, and in-
vestigate possible causes of such differences.

Ten countries provided a total of 38 antigens
(14 for the tube test and 24 for the plate test).
The first phase of the study consisted of an analy-
sis of information provided by the producing
laboratories concerning the technique used for
preparing the antigens, the methods for con-
ducting the test, and the ecriteria for interpreting
the results. The second part consisted in the
laboratory testing of the antigens, including

examinations for purity and sterility, determina-
tion of pH, measurement of cell volume, and
tests for sensitivity.

The results of this evaluation show a tendency
toward standardization of antigen and {ech-
niques as applied to animals, but not so with the
antigen and testing procedure for human use.
In comparison with the selected standard anti-
gen, 71.4% of the tube-test antigens and 47.39
of the plate-lest antigens for animal use gave
satisfactory results. Only 14.3%, of the tube-tesi
antigens and none of the plate-test antigens for
human use were acceptable when tested with
the standard.

This evaluation suggests that appropriate
government agencies have not yet taken suffi-
cient measures to assure the standardization of
antigen and techniques for the seroagglutination
test for the diagnosis of brucellosis.

It takes just a modicum of realism to understand that time is
neutral. It is not a servant, but must be mastered. It fights
on the side that best utilizes it . . . It takes courage and pa-
tience and valor to move onward. A hundred hammer blows
may smash a rock. Yet the blow that finally shatters it is no
more vital than those that preceded it ... Tyranny, like
cancer, still hasn’t been conquered. Because it is a lengthy
“Struggle is no reason for surrendering. The cure for diseases,
which scientists have been working on for centuries—may be

discovered tomorrow morning.

Walter Winchell



