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Para el diagnóstico de numerosas enfermedades y, principal- 
mente, para el reconocimiento de áreas con personas y animales 
domésticos o silvestres infectados o parasitados, se pueden 
sustituir las técnicas serológicas convencionales por las micro- 
técnicas, ya que estas simplifican y permiten el examen a corto 
plazo y simultáneo de gran número de sueros humanos y ani- 
males para descubrir anticuerpos. 

Para el diagnóstico de numerosas enferme- 
dades y, principalmente, para el reconoci- 
miento de áreas con personas y animales 
domésticos o silvestres infectados o parasita- 
dos, las técnicas serológicas convencionales 
no son siempre las más adecuadas. 

Un Grupo de Estudio de la OMS sobre 
Encuestas Inmunológicas y Hematológicas, 
reunido en Ginebra, en diciembre de 1958 
(IW, indicó “los estudios inmunológicos 
sobre la prevalencia presente y pasada de 
las infecciones en el hombre y en los ani- 
males” como uno de los temas por investi- 
gar. El Informe del Grupo de Estudio 
contiene sugerencias de gran valor para la 
comprensión y ejecución de la epidemiología 
serológica, una ciencia nueva y aún en su 
infancia, en el decir de Paul (17). Con 
mucha propiedad el Grupo de Estudio 
declaró que las encuestas serológicas se 
deben hacer “siempre y cuando haya pruebas 
adecuadas con qué practicarlas”. 

Cuando se publicaron los trabajos referi- 
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dos arriba, no eran de uso corriente las 
microtécnicas serológicas. Sin embargo, en 
la mayor parte de las pruebas que se hacían 
entonces para diagnóstico de virosis, ya se 
usaban cajas de plástico con depresiones; 
pero seguían usándose los métodos de dilu- 
ción con pipetas. Para otras enfermedades, 
la mayor parte de las técnicas era efectuada 
todavía en tubos. Solamente después de la 
divulgación hecha por Sever (19) de las 
microtécnicas serológicas usando microdilui- 
dores especiales, empezó a ser simplifkada 
la ejecución de las pruebas, permitiendo el 
examen, a corto plazo y simultáneo, de gran 
número de sueros humanos y animales para 
la evidenciación de anticuerpos para muchas 
enfermedades. Con esto se toma practicable 
la epidemiología serológica con todos los 
objetivos descritos por Paul (17, 18) y 
Evans (5), sea en laboratorios pequeños o 
en grandes como, por ejemplo, el Banco de 
Sueros de la OMS, en la Universidad de Yale, 
E.U.A. (5). 

La oportunidad que se ofreció, de efectuar 
pruebas serológicas para el diagnóstico 
retrospectivo de peste humana (13)) condujo 
a adaptar también las microtécnicas al diag- 
nóstico de brucelosis y de leptospirosis. 

El presente trabajo es un resumen de los 
métodos usados y de los resultados obtenidos 
hasta el momento. 
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Maferial y méfodos 

Peste 

La microtécnica que emplea hematíes 
formolados de carnero, sensibilizados con la 
fracción FI de Pasteurella pestis ya fue 
descrita en detalle (1, II). Los resultados 
preliminares obtenidos en el diagnóstico 
retrospectivo de algunos casos de peste 
humana también fueron objeto de publica- 
ción reciente (13). 

Hasta el momento han sido hechas nu- 
merosas otras pruebas en diferentes áreas del 
Brasil, en sueros de pacientes sospechosos 
de ser, o haber sido, pestosos y en sueros de 
roedores y otros pequeños animales silves- 
tres, en áreas endémicas de peste. Además, 
se han examinado sueros procedentes del 
estado de Bahía, tomados de escolares de 
12 a 14 años de edad y de personas resi- 
dentes en un radio de 6 km alrededor de 
una casa en donde hubo casos de peste (área 
de foco). 

Se han introducido recientemente dos 
cambios importantes para la ejecución de 
las pruebas en laboratorios que dispongan 
de poco material y personal, a saber: 

a) empleo de hematíes formolados para 
la adsorción previa de anticuerpos heteró- 
hlos para los hematíes de carnero, posible- 
mente presentes en los sueros, en lugar del 
uso de hematíes frescos; 

L- b) adición de solución acuosa de mertio- 
lato, hasta la dilución final de 1: 10,000, a 
las soluciones salinas que contengan suero 
normal de conejo, para evitar el desarrollo 
de contaminantes que puedan tener pro- 
piedades hemaglutinantes. I 

Brucelosis 

La técnica de microdilución, en la que se 
usa como antígeno suspensiones de Brucella 
abortas coloreadas con cloruro de trifenilte- 

/- trazolio (TX), fue descrita recientemente 
en publicación de divulgación limitada (12)) 
por lo que se da un resumen de la misma. 

Antigeno. El antígeno coloreado con TTC 

se prepara según la técnica ya conocida para 
obtener el antígeno utilizado en la prueba 
del anillo en leche (3, IO), con pequeñas 
modifìcaciones. Se cultiva Brucella abortus 
ll 19 durante tres días en agar papa con 
dextrosa; la suspensión bacteriana obtenida 
de las botellas de Roux con solución salina 
fisiológica (20 ml por botella) es coloreada 
con cloruro de 2, 3, 5-trifeniltetrazolio (1 g 
por cada 500 ml de suspensión). Después 
de incubarse por dos horas a 37”C, con 
agitaciones periódicas, se coloca la suspen- 
sión en baño de María a 60°C durante una 
hora. La suspensión coloreada en rojo 
cereza, es centrifugada a 3,000 rpm durante 
dos horas, en una centrífuga refrigerada 
PR-2 y el sedimento es resuspendido en 
solución salina fisiológica que contenga 1% 
de glicerol y 0.5% de fenol. Sígnese una 
segunda centrifugación (3,000 rpm por 2 
horas) y el sedimento final es resuspendido 
en la salina con glicerol-fenol, para obtener 
la concentración bacteriana deseada: 2% 
de células para la prueba lenta en tubos y 
0.5% para la prueba de microdilución. La 
medida de la concentración se hace en tubos 
de Hopkins (3,000 rpm por 2 horas). 

AgEutinación lenta en tubos. Los sueros 
sin inactivar son diluidos seriadamente al 
doble, a partir de 1:25 hasta el 1:400 o 
más, con salina fenicada al 0.5%. Para 
cada tubo con el volumen final de 1 ml de 
dilución de suero se añade con un gotero 
calibrado, una gota (0.04 ml) de antígeno 
(concentración de células al 2% ) . Después 
de agitarlo para que se mezcle bien, se 
incuban los tubos a 37°C durante 48 horas. 
La lectura de la prueba se hace con ilumina- 
ción indirecta contra un fondo blanco y con 
la ayuda de una lente de aumento. Sola- 
mente se anotan dos tipos de reacción: total, 
cuando todas las células bacterianas están 
aglutinadas y cubren el fondo del tubo, 
formando una capa de color rojo oscuro 
casi negra, y quedando el sobrenadante claro 
y transparente; y parcial, cuando hay aglu- 
tinación nítida, pero un número variable de 
céIulas se mantiene en suspensión, de manera 



que el sobrenadante queda turbio y rosado. 
La prueba se considera positiva cuando se 
observa la aglutinación al titulo de 1: 100, o 
superior, total; sospechosa, cuando el título 
es de 1: 100 parcial o 1:50 total; negativa, 
cuando el título es inferior a 1:50 total. 

Microdilución. La placa de plástico 
transparente (“disposable tray U-shaped, 
Linbro, model S-MRC 96 clear”) se marca 
mediante lápiz graso con los números de los 
sueros. Con una pipeta-gotero calibrada 
(“0.025 ml pipette dropper, Cooke, N” 
220-5”) se gotea en cada depresión de la 
placa 0.025 ml de solución salina con 0.5% 
de fenol. Los sueros sospechosos se diluyen 
simultánea y seriadamente, al doble, con los 
microdiluidores (“0.025 ml microdiluter, 
Cooke, N” 220-33”). Con otra pipeta- 
gotero calibrada, se gotea 0.025 ml de antí- 
geno (concentración de células al 0.5 % ) en 
todas las depresiones de la placa que con- 
tienen diluciones de suero. La dilución final 
de la primera depresión es 1:4. Para una 
separación inicial de los sueros positivos 
se usan cuatro diluciones (1: 4, 1: 8, 1: 16 y 
1:32) ; cuando hay necesidad de conocer 
el título, se repiten Ias diluciones tantas 
veces cuantas sea conveniente. Las pIacas 
se agitan manualmente con movimientos 
rotatorios horizontales. 

Para evitar la evaporación del líquido 
contenido en las depresiones, se usa uno 
de los siguientes procedimientos: a) se 
cierran las placas con una hoja de plástico 
transparente engomada (“microtitre plate 
sealer, Cooke, N” 220-30”) ; b) se colocan 
las placas, sin cerrarlas, en desecadores de 
vidrio o en cajas metálicas (tipo cajas de 
galletas) que contengan en el interior un 
poco de algodón embebido en agua; después 
de cerrados, estos recipientes funcionan 
como cámaras húmedas. Se ha adoptado 
este ultimo procedimiento por su economía 
y sencillez. Las placas cerradas o los reci- 
pientes que las contienen abiertas, se incu- 
ban a 37°C durante 48 horas. La lectura 
de la reacción puede hacerse directamente 
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contra un fondo horizontal blanco, o mi- 
rando el fondo de la placa con la ayuda 
de un espejo; para esta última modalidad 
es muy cómodo el uso de un espejo cóncavo 
colocado en soporte especial (“test reading 
mirror, Cooke, N” 220-16”). Solamente 
se anota la más alta dilución de suero con 
aglutinación total, que ofrece aspecto seme- 
jante al de una hemaglutinación positiva 
(fondo de la depresión cubierto con las 
células aglutinadas); en la prueba negativa, 
solamente el centro de la depresión tiene 
células depositadas con el aspecto de un 
punto de color rojinegro. La prueba se 
considera positiva cuando la aglutinación 
es total en el título de 1: 16 o superior; 
sospechosa, cuando el titulo es de 1:8, y 
negativa, cuando el titulo es inferior a 1:s. 

Leptospirosis 

Los experimentos preliminares hechos en 
el Instituto de Microbiología (14) han de- 
mostrado que es factible la ejecución de la 
microtécnica de aglutinación de leptospiras 
usando antígenos comerciales. 

Los sueros provenían de pacientes re- 
conocidamente enfermos de leptospirosis o 
eran sueros comerciales obtenidos contra 
todos los tipos de leptospiras de las mezclas 
de antígenos 1, 2, 3, 4 y 5, de la casa 
Difc~.~ 

Los antígenos eran las mezclas de leptos- 
piras 1, 2, 3, 4 y 5, y suspensiones indivi- 
duales de cada una de las leptospiras de 
cada mezcla. 

La prueba inicial para saber si un suero 
contiene 0 no anticuerpos para leptospiras 
de los tipos más comunes, se efectúa por 
la técnica macroscópica convencional, en 
placas de vidrio, según la descripción de 
Galton et al. (6), colocando en cada uno 
de cinco cuadrados de la placa de vidrio, 
0.01 ml de suero sospechoso no diluido y 
una gota de cada una de las mezclas de 
antígenos (“pool”) ; después de mezclarlo 
bien con palitos y de agitarlo manualmente 
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durante algunos minutos, se efectúa la lupa. En algunos casos se puede llegar a 
lectura con iluminación indirecta sobre fondo una decisión más precisa sobre el titulo, 
oscuro. incubándolas por 3 horas más. 

Una vez verificada la presencia de anti- 
cuerpos para una de las mezclas antigénicas, 
se efectúa la microtécnica con las suspen- 
siones de cada leptospira componente de 
la mezcla antigénica. Las placas de plástico 
son convenientemente divididas con lápiz 
graso y las depresiones reciben 0.025 ml 
de solución salina fisiológica por medio de 
una pipeta-gotero. Los sueros sospechosos 
son entonces diluidos seriadamente, al doble, 
de 1:2 a 1:256, usándose los microdilui- 
dores de 0.025 ml. Los antígenos indivi- 
duales se gotean en las diluciones de los 
sueros, con otras pipetas-goteros de 0.025 
ml. Las diluciones quedan 1:4, 1: 8, etc. 
Después de agitación manual de 2 a 3 
minutos, se cierran las placas con la hoja 
de plástico engomado transparente, o se 
coloca en una caja (o desecador) que fun- 
ciona como cámara húmeda, y se mantienen 
a temperatura ambiente durante 3 horas. 
La lectura se hace con iluminación indirecta 
sobre fondo oscuro y si es necesario, para 
mejor visualización, con la ayuda de una 

Resukados 

Los resultados de las pruebas constan 
en los cuadros 1 a 4. 

Discusión 

Peste 

El cuadro 1 muestra que en el 40% de 
los sueros de personas que estaban clasifka- 
das clínicamente como positivas o sospe- 
chosas, la prueba fue positiva. Estos re- 
sultados son importantes cuando se toma 
en cuenta que: a) en algunos casos fue 
posible aclarar dudas sobre si había o no 
peste en determinadas áreas; b) muchos de 
los sueros examinados eran procedentes de 
personas que habían presentado síntomas 
sospechosos de peste, más de un año antes 
de la colecta de sangre. 

Por otro lado, de un total de 898 sueros 
obtenidos en el estado de Bahía, de 590 
escolares de 12 a 14 años de edad y 308 

CUADRO l-Microtécnicos de hemaglutinación para peste en sueros humanos procedentes de algunos estados 
dei Brasil. 

Estado Nbmer0 
examinado 

Hemaglutinación 

Positiva Sospechosa 
(1:16 o más) (1:4y 1:s) Negativa 

Cedi Positivo 21 12 0 9 
(32) Sospechoso ll 5 0 6 

Rio Grande do Norte Positivo 43 19 4 20 
(50) Sospechoso 7 C 0 7 

Pernambuco Positivo 0 
(16) Sospechoso 1: 3 1 9 

Bahía Positivo 42 25 7 10 

(79) Sospechoso 7 Comunicante 2; 2 ; 2: 

Minas Gerais Sospechoso 49 
(96) Comunicante 

;1 
:: t 

29 

Sin registro 7 2 2 

Río de Janeiro Positivo 6 5 0 (Terezópolis) Sospechoso 1 0 0 : 
(7) 

Total 280 114 (40%) 20 (7%) 146 
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personas residentes en áreas de foco (en 
un radio de 6 km alrededor de la casa en 
la que se registró un caso positivo 0 sospe- 
choso de peste) el número de pruebas posi- 
tivas fue bajo (0.3 y 1.9% respectiva- 
mente), lo cual muestra la validez de la 
prueba. En este mismo estado de Bahía, de 
50 casos clínicamente positivos 0 sospe- 
chosos, resultaron positivos 32 (64% ) . 

Entre los roedores y pequeños animales 
silvestres (cuadro 2) la prueba ha sido 
útil para evidenciar la infección pestosa 
en ciertas áreas, durante períodos intere- 
pizoóticos, en las cuales la ausencia de 
mortalidad en los animales no permitía 
suponer la existencia de peste. En una oca- 
sión, por ejemplo, fue posible prever la 
aparición de peste, después de un silencio 
de más de 7 años. 

La presencia de marsupiales con pruebas 
positivas está de acuerdo con la observa- 
ción efectuada hace más de 25 años, en el 
nordeste del Brasil, cuando, confirmando 
la hipótesis de Macchiavello, Paracampo 
cultivó P. pestis de Monodelphis domesticus 
(9). El hecho reviste importancia epide- 
miológica debido a los hábitos de alimenta- 
ción de los marsupiales, sus desplazamientos 
amplios y su tendencia a acercarse a las 
habitaciones humanas en las zonas rurales. 
La mayor proporción de marsupiales in- 
fectados (9.6% ) que la de los roedores 
(2.5%), en una misma zona, es semejante 
a la encontrada por Meyer et al. (15) 

quienes, en 1965, observaron en la Isla 
de Hawaii, 12.5% de mangostas (Herpestes 
auropunctatus) con pruebas de hemaglutina- 
ción positivas para peste contra 5.1% de 
positivas en roedores. 

Los títulos de las reacciones fueron bajos, 
tanto en las observaciones de Meyer et al. 
(15) como en las del presente trabajo, 
generalmente 1: 16 a 1: 64. Solamente en 
un marsupial se encontró titulo de 1:512. 

Brucelosis 

En un trabajo escrito en húngaro, Elek 
y Vii (4) relataron, en 1954, sus experi- 
mentos sobre el diagnóstico de brucelosis 
usando antígenos coloreados con tetrazolio; 
esa publicación, que no tenía muchos de- 
talles, pasó desapercibida. Algunos años 
más tarde Hirschberg (8) se refirió vaga- 
mente al uso de las placas de plástico para 
la aglutinación de brucelas, pero sin usar 
microdiluidores y, en 1966, Claflin et al. 
(2) usaron también las placas de plástico 
diluyendo los sueros con pequeñas esponjas 
de goma. Los resultados de los estudios 
descritos en este trabajo coincidieron, de una 
manera general, con los de Elek y Vizy (4). 

Lo importante de la microtécnica de 
aglutinación es la gran economía: de tiempo 
en efectuar las pruebas y leerlas, de espacio 
en las incubadoras, la economía de sueros 
y reactivos, y la economía de mano de obra, 
porque no hay tubos y pipetas que lavar. 

CUADRO Z-Microtécnicas de hemaglutinación para peste, en sueros de pequeños animales, en áreas endémicas 
de algunos estados del Brasil. 

Estado Animales NúlTler0 
examinado 

Hemaglutinación 

Positiva Sospechosa 
(1:16omás) (1:4y 1:8) Negativa 

Ceará Roedores 173 0 0” 168 
(178) Marsupiales 5 5 

Minas Gerais 
(97) 

Río de Janeiro 
(Terezópolis, etc.) 

(276) 
Total 

Roedores 
Marsupiales 

Roedores 
Marsupiales 
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El espacio ocupado por un soporte metálico 
que permite hacer 20 pruebas en tubo, es el 
mismo ocupado por placas de microdilución 
que permiten hacer 792 pruebas. 

La microtécnica guarda excelente correla- 
ción con la prueba lenta en tubos, para 
las decisiones con respecto a los casos positi- 
vos o no, como se puede ver en el cuadro 3. 

Leptospirosis 

Aunque Hirschberg (8)) hace 10 años, 
tuviera la idea de hacer aglutinaciones de 
leptospiras en placas de plástico, para obser- 
varlas al microscopio con iluminación en 
campo oscuro, fue solamente en 1965 cuando 
Galton et al. (7) pusieron de matiesto las 
ventajas de la microtécnica, en la prueba 
de aglutinación para leptospiras. Sin 
embargo, estos últimos investigadores em- 
plearon antígenos constituidos por suspen- 
siones recientemente preparadas de leptos- 
piras vivas, lo que es casi impracticable en 
pequeños laboratorios (mantenimiento de 
cepas, preparación de numerosos antígenos). 

Por esto, el uso corriente de antígenos 
comerciales, representaría una gran ventaja 
bajo todos los aspectos. 

Se hicieron las pruebas con las mezclas 
de antígenos (“pools”) según la técnica 
convencional (6) ; pero esto puede hacerse 
también con la microtécnica. Los resultados 
se presentan en el cuadro 4. 

Las pruebas efectuadas hasta el momento 
han tenido por objetivo solamente esta- 
blecer una técnica simpliftcada que permita 
efectuar las encuestas planeadas para exa- 
minar gran número de sueros de animales, 
principalmente roedores y perros, para de- 
limitación de áreas urbanas en las cuales 
los reservorios animales sean de mayor 
importancia. 

La adaptación de la prueba de microdihr- 
ción mediante el uso de antigenos comer- 
ciales para el diagnóstico de las leptospirosis 
queda así al alcance de cualquier laboratorio 
que disponga de los microdiluidores, pipetas- 
goteros y placas para microdilución, los 
cuales son actualmente indispensables en 

CUADRO 3-Comparación entre la prueba de aglutinación en tubo y la de microaglutinación, poro el diag- 
nóstico serológico de brucelosis. 

Origen de los Nómero 
sueros examinado Sólo en Ia 

microaglu- 
tinación 

v Humanos 
(902) 

Bahía 
Escolares de 12 a 14 

años 827 0 
Adultos 56 0 0 i 

Río de Janeiro 
Adultos 19 3 0 0 

. Bovinos 
(617) 

Bahía 
Un solo rebaño 

Espírito Santo y Río 
de Janeiro 

Diversos rebaños 

2 

176 80 3 4 

Experimentos diversos 27 22 0 0 
Total 1,546 154 5 9 
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CUADRO 4-Resulrados de pruebas de microaglutinoción y de aglutinación macroscópica de leptospiras” en 
sueros de pacientes infectados con L. icterohemorrhagiae. 

Sueros b 
L. icl. 

Microaglutinaci6n 

L. can. L. bd. 

Aglutinación macroscópica 

L. ict. L. can. L. bd. 

:. 1:32 

4 1:4 lfl6 

AntL 
Anti-&. 

1:8 1:32 
1:4 

Salina 
6 
7 

9 

:: 
12 

:4 
1.5 

1?64 

4Z8 
li32 
1:128 
1:64 

:zg 
1 i256 
1:64 

1:32 1:s 1: 128 1:128 0 0 1’128 0 0 

0 E lI32 0 0” 
0 0 1:128 0 0 

1:32 : 
0 

n L. Icl. = L. icterohemorrhagiae; L. can. = L. canicola; L. bd. = L. ballum 
b Sueros 1 a 5, colectados 3 meses después de la infeccih. 

en la refrigeradora durante 3 meses. 
Sueros 6 a 15, colectados durante la infecci6n y mantenidos 

los laboratorios que tengan que efectuar 
gran número de pruebas. 

Resumen 

En el diagnóstico serológico de las en- 
fermedades infecciosas y parasitarias, los 
métodos generalmente usados pueden ser 
poco prácticos cuando se trata de un gran 
número de sueros por examinar. En esos 
casos y en las encuestas indispensables para 
el estudio de la distribución de infecciones 
en reservorios animales, las microtécnicas 
en que se usan microdiluidores y placas de 
plástico han demostrado ser ideales. Las 
ventajas de su empleo residen en la eco- 
nomía-de reactivos, tiempo de ejecución, 
espacio en estufas, material y mano de obra 
-además de su sencillez. Por medio de 
ellas podrán alcanzarse más rápidamente 
los objetivos de la epidemiología serológica. 

Las microtécnicas pueden adaptarse a 
cualquier prueba serológica de hemaglu- 
tinación o de aglutinación, como ya lo había 
sugerido Hirschberg (8). En este último 
caso, pueden emplearse bacterias coloreadas 
(lectura en que se mira el fondo de las 
depresiones, como en las hemaglutinaciones) 

o no coloreadas (lectura por encima, con 
iluminación oblicua del fondo de las placas, 
contra fondo oscuro). 

En este trabajo se resume la experiencia 
adquirida por los autores al usar microtécni- 
cas especialmente adaptadas para los siguien- 
tes casos: a) diagnóstico retrospectivo 
de peste humana y reconocimiento de áreas 
con roedores y otros pequeños animales 
silvestres tiectados; b) diagnóstico de 
brucelosis humana y animal; c) diagnóstico 
de leptospirosis. Para las tres enfermedades -< 
se consideraron positivas las pruebas con 
aglutinaciones totales aI título de 1: 16 o 
más; después de 3 horas de incubación a 
temperatura ambiente, para peste y leptos- 
pirosis, y después de 48 horas a 37” C, 
para brucelosis. 1 

Para peste bubónica se usaron hematíes 
a la concentración de 0.5%) sensibilizados 
con la fracción F, de Pastemella pestis. Para 
brucelosis se usaron suspensiones muertas 
de Brucella abortus teñidas con cloruro de 
trifeniltetrazolio, a la concentración de * 
0.5 % . Para leptospirosis se usaron antígenos 
comerciales constituidos por suspensiones no 
teñidas de leptospiras muertas. CI 
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Serological Microtechniques for the Diagnosis of Plague, Brucellosis, and 

Leptospirosis (Summury) 

When examining a large number of sera 
the methods generally used for the serological 
diagnosis of infectious and parasitic diseases 
may not be very practical. In such instances 
and in surveys to ascertain the distribution of 
these diseases in animal reservoirs microtech- 
niques using microdiluents and plastic trays 
have proved to be ideal. They have the ad- 
vantage of saving reagents, working time, 
space in incubators, material and manpower, 
in addition to the fact that they are very simple. 
Their use makes it possible to achieve the 

aims of serological epidemiology more rapidly. 
Microtechuiques can be applied to a.ny 

serological hemagglutination or agghttination 
tests, as Hirschberg has already suggested (8). 
In the last instance use may be made of stained 
bacteria (the reading is made from the bottom 
of the depression as in hemagglutination tests) 
or unstained bacteria (darMeId reading is made 
from above by means of the oblique illumina- 
tion of the bottom of the trays). 

This article summarizes the experience of 
the authors in using microtechniques especially 
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adapted for: a) the retrospective diagnosis of and leptospirosis and after 48 hours at 37°C 
human cases of plague and reconnaissance of for brucellosis. 
areas with infected rodents and other small For bubonic plague 0.5% concentrations 
wild animals; b) the diagnosis of human and of red blood cells sensitized with Pasteurella 

animal cases of brucellosis; c) the diagnosis pestis Fraction 1 and for brucellosis 0.5% sus- 

of leptospirosis. For these three diseases ag- pensions of Brucella abortus stained with tri- 

glutination tests giving titers of 1: 16 or above 
phenyltetrazolium chloride are used. 

are regarded as positive; after three hours of 
For leptospirosis, commercial antigens con- 

sisting of unstained suspensions of killed lep- 
incubation at room temperature for plague tospira are used. 

Microtécnicas Serológicas para o Diagn¿stico de Peste, Brucelose e 

Leptospirose (Resumo) 

No diagnóstico serológico das doencas in- 
fecciosas e parasitárias, os métodos geralmente 
usados podem ser pouco práticos quando a 
quantidade de amostras de sSro a examinar é 
grande. Nesses casos e nos inquéritos neces- 
sários ao estudo da distribuicão de infeccóes 
em reservatórios animais, as microtécnicas em 
que se empregam microdiluidores e Iâminas de 
plástico têm demonstrado ser ideais. Sáo 
simples e economizam reativos, tempo, espaco 
nas estufas, material e mão-de-obra. Permitem 
alcancar mais ràpidamente os objetivos da 
epidemiologia serológica. 

As microtécnicas, como já sugerira Hirsch- 
berg (8), podem ser adaptadas a qualquer prova 
serológica de hemagultina@o ou de aglutinacáo. 
Neste último caso, podem-se empregar bactérias 
coradas (leitura pelo exame do fundo das 
depressóes, como nas hemaglutinac$es) ou náo 
coradas (leitura de cima, com ilumina@o 
oblíquo dos fundos da lâmina em campo 
escuro). 

Os autores resumem neste trabalho sua ex- 

periência no emprêgo de microtécnicas es- 
pecialmente adaptadas aos seguintes casos: 
a) diagnóstico retrospectivo de peste humana 
e reconhecimento de áreas com roedores e 
outros animais silvestres pequenos infetados; 
b) diagnóstico de brucelose humana e animal; 
c) diagnóstico de leptospirose. Nas três en- 
fermidades, foram consideradas positivas as 
provas com aglutinacóes totais ao título de 
1: 16 ou mais; após três horas de incubacáo 
à temperatura ambiente, na peste e na leptos- 
pirose; e após 48 horas a 37°C na brucelose. 

Para a peste bubônica foram empregadas 
hemácias na concentra@0 de 0.5 por cerito, 
sensibilizadas com a fracáo 1 de PasteurelEa 
pestis. Para a brucelose, empregaram-se sus- 
pensóes mortas de Brucella abortus coradas 
com cloreto de trifeniltetrazólio na concen- 
tracáo de 0.5 por cerito. Para a leptospirose, 
empregaram-se antígenos comerciais consti- 
tuídos de suspensóes náo coradas de leptospiras 
mortas. 

Microtechniques sérologiques pour le diagnostic de la peste, de la brucellose 

et de la leptospirose (Résumé) 

Les méthodes généralement employées dans rapidement les objectifs de l’épidémiologie 
le diagnostic sérologique des maladies infec- sérologique. 
tieuses et parasitaires peuvent se révéler peu 
pratiques lorsqu’il s’agit d’un grand nombre 

Les microtechniques peuvent être adaptées 

de sérums à examiner. Dans ces cas et lors 
à n’importe quelle épreuve sérologique d’hé- 

des enquêtes indispensables pour l’étude de 
magglutination ou d’agglutination, ainsi que 

la répartition des infections dan les réservoirs 
I’avait déjà préconisé Hirschberg (8). Dans 

animaux, les microtechniques dans lesquelles 
ce dernier cas, on peut employer des bactéries 

on utilise des micro-dilueurs et des plaques en colorées (lecture où l’on peut voir le fond des 

matière plastique se sont révélées idéales. dépressions, comme dans les hémagglutina- 

Les advantages de leur emploi résident dans tions) ou non colorées (lecture par en haut, 

les économies suivantes-réactifs, temps d’ex- avec un éclairage oblique du fond des plaques 
écution, espace dans les étuves, matériel et centre un fond obscur). 
main-d’oeuvre-indépendamment de sa sim- Ce document décrit brièvement I’expérience 
plicité. Cette méthode permet d’atteindre plus acquise par les auteurs dans I’emploi des micro- 
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techniques spécialement adaptées aux cas sui- 
vants : a) diagnostic rétrospectif de la peste 
humaine et animale des régions oii se trouvent 
des rongeurs et autres petits animaux sauvages 
infectés; b) diagnostic de la brucellose humaine 
et animale; c) diagnostic de la leptospirose. 
En ce qui conceme les trois maladies, on con- 
sidere comme positives les épreuves ayant un 
titre d’agglutinations totales de 1: 16 ou plus; 
après 3 heures d’incubation à la température 
ambiante, pour la peste et la leptospirose, et 

après 48 heures à 37” centigrade pour la 
brucellose. 

Pour la peste bubonique, on a utilisé des 
hématies à 0.5% de concentration, sensibilisées 
à I’aide de la fraction 1 de Pasteurella pestis. 
Pour la brucellose, on a utilisé des suspensions 
mortes de Brucella abortus colorées avec du 
chlorure de triphényltetrazolio, à 0.5% de con- 
centration. Pour la leptospirose, on a employé 
des antigènes commerciaux constitués par des 
suspensions non colorées de leptospires mortes. 

VIGILANCIA DE LA VIRUELA 

Hasta el 16 de abril ultimo, se habían notificado a la OMS 73,985 casos de viruela 
en el mundo para 1968, cantidad que representa un 40% menos de los registrados en 
1967 (123,592). Durante 1967 se registraron en 12 países tasas de 5.0 o más por 
100,000 habitantes, mientras que en 1968 sólo 10 países registraron tasas de tal magnitud. 

Varios países de Sudamérica, Asia y Africa han presentado datos sobre la distribución 
de casos de viruela por edad, cuyo análisis muestra que, con excepción del Africa Occi- 
dental, la mayoría de los casos de viruela ocurrieron en personas menores de 1.5 años de 
edad. En Brasil, Birmania, Indonesia, Pakistán Occidental, Kenia y Mozambique los 
casos ocurridos en este grupo de edad variaron entre 65.6 y 92.6 por ciento. Además, 
en varios países hubo una gran concentración de casos en el grupo de O-4 años de edad; 
en Indonesia, el 73.6% de los casos se dieron en este grupo de edad, el cual comprendía 
sólo el 18% de la población total, y el 22% de 
los casos en niños menores de un ano; en Birma- 
nia, el porcentaje de casos de viruela correspon- 

Distribución por edad de casos de viruela 
en el Brasil, de enero a octubre de 1968 

diente al grupo de O-4 años fue de 59.5%, y en (2,181 casos). 
Mozambique alcanzó el 48.4 por ciento; en 
Kenia, Pakistán Occidental y Brasil las propor- 
ciones fueron de 35.3, 28.9 y 28%, respectiva- 
mente. De los 73,985 casos informados en 1968, m o-1 
el 99.3% (73,504) ocurrieron en países donde l-4 
actualmente la viruela se considera endémica y 5-14 
los 481 casos restantes se dieron en 12 países 
donde la viruela fue introducida. [ 15+ 

Si bien las tasas de viruela se computan en 
términos nacionales, la enfermedad no se en- 
cuentra distribuida uniformemente a través de 
esos paises. En cada uno de ellos, algunas zonas registran tasas sumamente altas mientras 
que en otras se registran tasas bajas o nada. 

Las tendencias estacionales de la viruela durante los últimos cuatro años muestran 
que durante 1967 y 1968 no hubo virtualmente ninguna fluctuación estacional en la 
incidencia de la enfermedad. Sm embargo, durante 1965 y 1966 hubo un marcado 
aumento en la incidencia desde agosto hasta octubre y, en 1965, un notable aumento 
de casos durante marzo y abril. Por lo general, se observa un máximo estacional en 
la incidencia durante los últimos meses del año en los países del Hemisferio Sur. En 
cambio, sucede lo mismo en los países al norte del ecuador pero durante los primeros 
meses del año. [Weekly Epidemiologicul Record 44 ( Nos. 2, 10 y 16), 1969.1 


