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l:>~TROI>l:CCION 

Revisando la literatura, encontrarnos mucho escrito sohre la bru-
celosis, una de las principaln zoonosis que quebranta la salud del 
hombre y menoscaba la economía pecuaria; más, en el terreno prác
tico. a esta enfermedad no se le ha prestado la atención merecida. Acu
mular aunque someramente las pérdidas que ocasiona por esterilidad 
y ahorto en cerdos, nos coloca frente a un problema de gran enverga
dura, en cuya rewlución el médico veterinario desempeña un papel 
importante; ya que es él quien es tú en relaci6n mús directa con los 
animales hospedadores del agente causal, y sus actividades profesio
nall·s lo sitúan en lugar privilegiado para hacer el diagnóstico y dictar 
la, medidas correspondientes para su control y erradicación. 

Son numerosos los métodos de laboratorio que se emplean para 
el diagnóstico de la brucclosis tanto en el hombre como en los ani
males. Entre éstos métodos, e3 notorio que las t<-cnicas de aglutinación 
son las clt> mayor uso prúctico y de gran valor diagnóstico para deter
minar la infección en piaras, pero tamhién, con graneles limitaciones 
y ele escaso valor para el diagnóstico individual en cerdos (~, 9. 10, 
11, 13, 15), ya que, mientra3 ele algunos animales que han reacciona
do con títulos ele 1 : 100 o rnús altos no se ha aislado Brucellas, éstas 
si han sido rt>cuperJcla,; de animales cuyos sueros no han aglutina
do o lo han hecho a título, muy ha jos; esto aun cuando no siempre 
suct>de así. le resta precisión a la tJrueba. 

La t<-cnica de fijación en superficie ele Castañeda ( 3 1, es un mP
toclo nut'\'O eh' laboratorio que se emplea en la rutina serológica para 
el diagnóstico de la brucelosis t•n el hombre; habiéndose aplicado tam
bi(>n a ciertas especies animales, en e>pecial bóvidos ( :.;, 5), con mag
níficos resultados; tambi(>n han sido significativos los obtenidos por 
Caldas y Machado (6, 7) en cerdos, que sugieren el empleo ele esta 
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prueba como método de diagnó tico individual , d ada su ejecuc10n rá
pida y fáciJ mu y práctica, con gran especificidad y m arcada sensibi
lidad. comparada con e l método d e tubo. 

Es importante su brayar que, Castañeda (4, 5 ) atribuye poca es
pecificidad a la técnicas de aglutinación por ser influenciadas por 
Jcnómenos de prozona o de bloqueo, a unque Berthelon ( 1) . so tiene 
que la prueba de placa no es influenciada por es te tipo de fenómeno 
y R cnoux ( J 6) asienta que la prueba de fij ación en. supe•·fici e es me
nos sensible que la de aglutinación en tubo. Todos esto factores pro
pician una notable di crepancia en lo criterio obr la interpr tación 
d e la mismas. 

Precisamente, e a divergencia de criterios en lo que re pecta al 
empleo de una técni ca que reúna las ventajas pa ra rea lizar un diag
nóstico má exacto, m e indujo a abordar el tema y desarrollar este 
trabajo de estud io comparativo d e tres de la técn icas erológicas de 
mayor uso práctico en la rutina de diagnóstico d e la brucelosis: aglu
tinación en placa ( reacción de Huddleson ); aglutinación en tubo 
(Wrigh t ) y fijación en superfi cie (Castañeda), para analizar el com
portamiento de cada una de e lla comparándola entre sí. No obstante 
ser ajustada la prueba de placa a la de tubo, la incluimos en nue tro 
estudio por ser d e distinta procedencia lo antígenos empleado . 

Desde luego debemos record a r, que no hay m edio m ás exacto pa
¡·a e l diagnóstico que e l aislamiento e identificación del germen ; en 
esta sit uación, el estudio comparativo ·de estas técnjcas hubieran ido 
m á exacto si se hubiera n verificado Jos resultados por m ed io del ais
lamiento de Brucellas del torrente sanguíneo o de a quellos tej ido, de 
lm cerdos por los cual es tiene predilección dicho arrente infeccioso · 
pero en nuestras condiciones de trabajo era p rácti camente imposible, 
ya que lo cerdo on sacrificados en serie, y e l resto del proceso hasta 
la obtención de la cana l, hace comple tamente impo ible la identifica
ción del sujeto. Esto sería factible, destinando un lote de cerdo pa ra 
realizar dicha investigación, que corresponderá a otros que fijen su 
inrcré en e te tipo de trabajo y di spongan d e las faci lidades para e l 
ca o. 

MATERIAL y METODOS 

Para e l desa rrollo de este trabajo fueron em pleados 2.500 suero 
correspondientes a un número igual de cerdos que fueron sacrificado 
en el rastro del D. F. Las mue>tra fueron tomadas en e l mom nto d el 
degüello de los cerdo , corre pondiendo 10 mi. aproximadam nte a 
cada muestra. e esperó un tiempo para la formación del coágu lo y 
producción de suero, el cual fu e separado por decantación y tran va
,o;aclo a frascos estéri les de 20 m i. d e capacidad. e les practicó la prue
ba de p laca, después ele trabajado se les agregaba merthiolato como 
con ervador y fu e ron ometidos a congelación , ya que este método se 
.on¡;ider.a 'd eal para evitar la a lteración de los títu lo ( 18 ) . En cada 

prueb¡t '· ti·a~aja.J!los 100 mues tra . Df' lo suero almacenado fu e ron 
selecl!·onad,¡ s por volumen 225. en vista de que al azar, la. probabili
dad-es o;,le tomar suerf!!.s -coo títuLo ele 1 : 100 a 1 :200 eran pocas, por 
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ser muy reducido el númer'O de ellos; además el objetivo principal de 
nuestro trabajo es valorizar las técnicas serológicas, no determinar in
cidencia de brucelosis, por lo que nos inclinamos a hacer una selec
ción parc'al de los sueros con mayor volumen, considerando que nos 
serían más útiles para la realización de nuestras pruebas. A los 225 
sueros seleccionados se les practicó el estudio comparativo objeto de 
nuestro trabajo. Posteriormente, fueron sometid.os a calentamiento en 
baño maría, 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. Así, para la prueba de placa se daba un tiempo 
má.ximo de 8 minutos para efectuar la lectura ( 11). En la de tubo se 
hacía la lectura a las 24 y 48 horas de incubación en la estufa, a 37 
grados C., tomando como definitiva la última (4, 18). En la de fija
ción en superficie, se esperaba que la solución salina subiera totalmen
te hasta el borde superior del papel, que tomaba un tiempo aproxi
mado de 20 a 30 minutos. 

Lo> antígenos nnpleados en la ejecución de estas pruebas fueron: 
antígeno coloreado de Brucella abortus, cepa 1119-3, del United States 
Dcpartament of Agriculture, AGRICUL TURAL RESEARCH SER
VICE, Washington, D. C. Para la prueba de tubo, antígeno sin co
lorear, obtenido del Centro de Investigaciones Médicas del Hospital 
General de México, D. F. ( 4), y para la prueba de fijación 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 fijación en superficie, describiremos el principio en el que se funda
menta y su técnica de ejecución tomado e.sto de su propio autor (2, 
:~, 4). 

La prueba de "fijación en superficie" se ejecuta en forma seme
jante a procedimientos cromatográficos y en la que el antígeiw va im
preso en pequeños círculos sobre hojas $:le papel filtro. Cuando el sue
ro se coloca sobre el antígeno y se hace ascender por capilaridad una 
corriente de solución salina isotónica, se revela el resultado de la reac
ción. 

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

PRACTICA DE LA PRUEBA.--.P¡1ra una reacción individual, 
se corta en sentido transversal una fracción del papel destinado para 
la prueba, en el cual figuren tre' manchas. Sobre la mancha central 
se deposita una gota del suero desconocido por medio de un asa de 
3 m.m. de diámPtro. En las manchas laterales se colocan gotas de sue
ros control positivo y negativo. Cuando haya necesidad de cstudiar·.va
rios sueros, se dispone de hojas de papel más grandes con vari~s·m¡¡n-. 
chas y conviene reservar el primero y último lugar para los contmles· 
nega~ivos y otra mancha para el positivo. E11 t..-sta forma ~!'! obt,ieneu 
dos puntos de referencia considerando. el ex·tl'err¡.'o superior. de éada. 
una de las huellas dejadas por el suero controh{egativo que, "UUidr.Js 



poc una Íínea trazada a lápiz, darán mejor contraste para graduar las 
reacciones de los sueros problemas. 

Se suspende el papel sobre un recipiente conteniendo solución sa
lina isotónica, teniendo cuidado de que al sumergir el borde cercano 
a las manchas éstas queden a 1 cm. sobre la superficie del líquido. Por 
capilaridad el líquido asciende, llegando en un término de 20 a 30 mi
nutos al borde superior del papel. Al pasar por las manchas del control 
negativo, axrastra la tinta dejando una huella que puede llegar hasta 
el borde superior. En el control positivo la mancha permanece fija. 
La reacci4_n del suero desconocido se interpreta por comparación con 
los controles, graduándose su intensidad de O a + + + + o bien ele 
O a 100%: 

RESULTADOS 

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

Para apreciar la variación de los títulos de las reacciones, toma
mos como prueba base para la comparación de las técnicas, la de pla
ca, tanto .para sueros sin calentar como para los calentados, ya que 
fue el primer método que se les aplicó a los sueros en la realización del 
trabajo. Estos resultados los podemos observar en las tablas II, III, 
IV y V. 

TABI\.A !.~Incidencia de Aglutininas en 2500 Cerdos Sacrificados 
en el Rastro del D. F., Determinada por la Prueba de Placa (Reacción 
de Huddleson). 

Núm. de Reactores 

Titules Casoe Porcentaj., Ne¡ativos (0) Positivos <+> 
Casos % Casos % 

o 2123 84.92 2123 84.92 
25 71 2.84 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 100.00% 2123 84.92 377 15.08 

.. 
_;66-





j •• 

o. 
(X) 

1. 

.e: ..... 

• < • :·· TABLA 3.-Pruebas de Aglutinación en Placa y Fijación en Superficie Empleadas en 225 Sueros Sin Calentar,. 
·de Cerdm Sacrificados en el Rastro del D. F. 

Aglutinadón 
en Placa 

:· • Ti!ú[ps Casos 5~ Casos 

o 93 tl.+3 90 
.25 59 26.22 58 
50 62 27.55 53 

100 lO 4.45 -
200 1 lH5 
Total 225 100.00 201 

Equivalencia de ']fs de Fijación en Superficie: 
O -- 15 = O (Negativo) 

20 - 25 = + (Positivo) 
30 - 55 =:: + + (Positivo) 
60 - 75 = + + + (Positivo) 
8() ·- 100 =: + + + + (Positivo} 

o 

% 

40.00 
25.77 
23.55 

-----

89.34 

FI}ACION EN SUPERFICIB 

+ +-r +++ ++++ 
------ -----·. - --- .. . ------ -----·-· ----· 

úosos f/G Casos 9é, \..asos % Casos % --
2 0.89 0.44 
1 0.44 -
9 4.00 -
2 0.89 5 2.22 3 1.34 

1 0.44 
14 6.22 5 2.22 5 2.22 



TABLA 4.-Pruebas de Aglutinación en Placa y en Tubo Empleadas en 225 Sueros Calentados, de ( :erdos Sa-
crificados en el Rastro del D. F. 

Aglutinación il- ~-~~-- AGLUTINACION EN TUBO 
·-- ~~· ·-- -----------

en Placa ¡j o 25 50 100 200 

Titulas Casos % Casos e· ,,, Ca 5os e• -e Casos ('i" Casos 
~· 

Casos Sé. 

o-
-o o 118 52.45 115 5Ll2 ~) J.:.t\ 
~ 2:) y¿ 23.11 JI 4.88 +1 18.22 

;¡() ·Hl 21.33 4 1.78 25 11. 1 1 1 () 8.-l:i 
1!)0 7 J.ll -1- 1.78 :i J.: U 

··~~)i l e 

To:d ?'F ~.:..J 100.00 130 57.78 69 30.66 19 8.45 4 1.78 :1 t.:n 

.;! 
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TABLA S.-Pruebas de Aglutinación en Placa y Fijación en Superficie Empleadas en 225 Sueros Calentados, de 

Cerdos Sacrificados en el Rastro del D. F. 

en Placa FI]ACION EN SUPERFICIE 
: 

Aglutinación --· -·---o ++ +++ ++++ 
Títulos Ca:os % Casos % Casos % Casos t;f Casos % Casos 76 

o 118 52.45 J!2 49.77 2 0.89 -J. 1.78 
l 25 52 23.11 48 21.34 :.¡ 1.33 1 0.45 
'l 50 -W 21.33 37 16.44 7 3.11 2 0.39 2 0.89 o 
1 lOO 7 3.11 - 1 G.-1-:J 6 2.66 

'Y' ----- -
......... d 225 100.00 197 87.55 13 5.78 6 2.67 9 4.00 

llquivalenda de %s de Fijación en Superficie: 
O - 15 O (Negativo) 

20 - 25 + (Positivo) 
30 - 55 + + (Positivo) 
60 - 75 + + + (Positivo) 
80 - 100 + + + L (Positivo) 
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Podemos observar en las tablas II y IV que existe bastante con
cordancia de los títulos de aglutinación en placa con los de aglutina
ción en tubo; la ligera discrepancia existente, la podemos atribuir a la 
diferencia de antígeno3 empleados, pues no siempre se preparan an
tígenos con las debidas precauciones para evitar falsas reacciones, 
siendo frecuente que éstas resulten exageradas por excesiva sensibili
dad del antígeno, o negativa> (O), o de títulos muy bajos cuando en 
su preparación se emplean cepas de Brucella muy alteradas. También 
es notorio que los sueros calentados bajaron su título en general, au
mentando así el número de reacciones negativas (O); esto nos sugiere 
que el calentamiento posiblemente destruyó anticuerpos inespecíficos 
que aumentan los títulos en cierto grado (18). 

Los títulos de aglutinación en placa muestran un e·;trecho para
lelismo con los porcentajes de fijación en superficie; podemos apreciar 
en la;; tablas III y V que existe una concordancia muy marcada en
tre los sueros negativos (O) a la aglutinación y lo3 negativos a la fi
jación en superficie. También podemos observar que de los sueros con 
títulm de aglutinación de 1 : 25 a 1 :50 fueron muy pocos los que reac
cionaron pmitivamente a la fijación en superficie, y lo; que lo hicieron 
fue con reacciones débiles; en cambio, títulos de 1 :100 a 1 :200 dieron 
fijaciones en superficie positivas intensas. 

De los suerm negativos a la aglutinación en placa, 6 de los ca
lentados y 3 de los no calentados reaccionaron positivamente a la fi
jación en superficie; esto posiblemente se deba a la interferencia de 
anticuerpos incompletos que, a pesar de unirse al antígeno, carecen 
de actividad para aglutinarlo, o por acción de bloqueo, se unen al an
tígeno impidiendo la reacción con anticuerpo:; completos ( 4), fenó
menos que no influyen en la fijación en superficie. 

Acumulando el porcentaje de reacciones positivas determinada 
por cada una de las pruebas, podemos apreciar que, la prueba de 
fijación en superficie fue la que reveló mayor porcentaje: 10.66% en 
contraste con 4.90% y 2.23% con las pruebas de placa y de tubo res
pectivamente, en los sueros sin calentar y, 12.45% en relación a 3.11%, 
cantidad esta última obtenida con las pruebas de aglutinación en sue
ros calentados. La discrepancia en lo3 resultados puede dar lugar a 
dos interpretaciones: 

1) Que la prueba de fijación en superficie es demasiado sensible 
y por tanto exagera los resultados positivos, o bien, 2) que permita 
encontrar mayor porcentaje de animales infectados ya que, como se 
dijo antes, revela con mayor intensidad reacciones antígeno-anticuerpo 
con sueros que por circunstancias especiales no manifie3tan esa reac
ción por lm métodos de aglutinación ( 5). 

Basándose en nuestros resultados, en los obtenido, en el hombre 
por Castañeda (:~) verificados estos últimos por el hemocultivo com
probando la marcada especificidad de la prueba, y otros trabajos rea
lizadO> en bóvidos por este mioi.!O investigador y· colaborad?res ( 3. 5), 
además de las investigaciones realizadas por Caldas y Machado (61 7) 
en cerdos, nos inclinamos a considerar la pi.ueba de fi·iación en süper-
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fic.ie como un método de diagnóstico que aporta buen número de ven
tajas para su aplicación en la rutina serológica de diagn63tico de la 
brucelosis en cerdos, ya que es una prueba muy práctica, de ejecución 
rápida y fácil y con especificidad aceptable. 

CoNCLUSIONES 

Pe acuerdo con lo5 resultados obtenidos, podemos postular las 
siguientes conclusiones: 

1.-Lil 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.-Lo:; sueros calentados bajaron sus títulos de aglutinación. 
3.---Se obtuvo una concordancia casi de 100% entre los suero3 que 

no reaccionaron a Ias pruebas de aglutinación y los negativos a la 
fijación en superficie. 

4.-Sqeros con títulos de aglutinación inferiores a 1 : 100, excepcio
nalmente reaccionaron con fijaciones en superficie francas. 

5.--Sueros con título3 de aglutinación superiore<> a 1 :100, en general 
reaccionaron con fij-aciones en superficie positivas intensas. 

6.-Las pruebas de aglutinación en placa y en tubo revelaron igual 
porcentaje de reacciones positivas en los sueros calentado;. 

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