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RESUMEN 

Se ha evaluado la electraforesis como tGcnica ' h a  pmebas clásicas 
en m* sem-&Lsata de Wd&t, s r  acei6n L fijacibn del 
~8m@Mknto. 

Las fracciones proteínas t@"@&, &@-l. k*-2 y ploWb18$ &&@.*m Vd- ~ i @ & & @ t i ~ ~ e I ~ i c  más 
eievados en los individuos con diagnóstico posigv~ por ,&AL, o ME, mentras que las d@~@~~tacad~s como 
positivos por RFC muestran esta sígnificaci6o ap los niveles de proteínas totales, Jbcmina, alfa-1 y be@-2 
nlobutinas. . . - 

El análisis de datos cent no.@rencia en* indiviü$os posMvh a t&&lvos enbiis-e a los resultados del 
análisis electroforético. E1 análisis discriminante, en base ala cuantificación die f~ ffwcbnes del ~roteiitujmma. 
nos muestra la no concordkia entre los resultados positivos sospechosos y negativos de las pruebas cbi&mente 

como diagnósticas, y los que la e l m d s  seW como tales. 
dave: B ~ d d .  E4ea,@i;es&~ Agkitiiiacibn. Mercaptoctanol. Reaceuln de fijación del oomple- 

mento. . (  . ' [ { 1 !  , . J , i '  / !  

An o.f m e l ~ m h o r e r i c  analvsis was c h e d  uut to e s h t e  the vaiüe of this d o d  as a 
diagnostic U~%nic versus the clasical ones: s e ~ m  agglutination @AT); Zmercaptciahanbt (ME)& c d n l e f l  
fixation test (CFT). 

Semm fractions alfa-1, beta-2 with total proteins and total globulins reach amoun&-rrbly túaer in 
indlvidds with bnicdlosis detected through ME or SAT. In CFT, aibumin, &el aad b 2  g.ki$uüno a~& the 
signükative ñtrctions. 

The dentarad data anaiysis shows no dffnt ia t ion  btween posithe imiividuats awmjirn toyle irsults of 
' 

the  tic m e W .  
l%?o**didRptting analysis, it is noticed that the percentages of inQfvidb4s &kd as itzgritTve, 

serologi4 m s .  
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El diagnóstico serológico de la brucelosis bo- 
vina se enfrenta con el problema de la propia 
respuesta orgánica ante el agente infeccioso, ya 
que aunque la naturaleza y dinámica de produc- 
ción de anticuerpos es semejante, varía según se 
trate de infección natural o de reacción postva- 
cunal introduciéndose en este segundo caso, 
otras fuentes de variación. cuales son el tipo de 
vacuna empleada, la edad del animal. etc. 

F6r otm parte, ladetección deanticuerpos está 
en función de la sensibilidad y especificidad de la 
técnica empleada, de las distintas clases de inmu- 
noglebult'nas y de su co~~eiltmci6n &rica (Cm- 
PEL et al., 1977), fase clínica de la enfermedad. 
estado inmunitario del animal y carácter de la 
estirnul@eión antigbnica (KAEBERLE, 1973). 

El estudio electroforético de las inrnunogiobu- 
linas que intervienen en las reacciones serológi- 
cas, revela actividad aglutinante en las fracciones 
gamma y beta ( R i c ~ m i  et al.. 1976). así como en 
otras de movilidad electroforética intermedia 
(BMNLEY M~WAN, 1967). 

En el presente trabajo, y dado que el análisis 
electroforético revela alteraciones de algunas de 
las fracciones globulínicas en determinados pro- 
cesos infecciosos (PAGE et al.. 1%7; BLANCO. 
1978; CUELLO, 1979), se realiza un estudio com- 
parativo entre la electroforesis sérica y otras tCc- 
nicas clásicas en el diagnóstico de la brucelosis 
--seroaglutinaci6n lentg(&PrL), seroaglutinaci6n 
con 2-mercaptoetanol (ME) y reaceiirn de fijación 
del complemento (RFC)-, con el propósito de 
comprobar su posible utilidad para determinar el 
estado de infeccibn de un animal 8 de un colec- 
tivo sospechoso. 

Se han sometido a análisis serológico y elec- 
troforético 189 muestras de suero sanguíneo co- 
rrespondientes a otros tantos bovinos de la raza 
Hdstein-Frisia, con edades comprendidas en- 
tre 1 y 5 años, procedentes de diversas zonas de la 
pmvincaa ele CWoba. 

Se realizaran p m b  de SAL en tubo se- 
gún la técnica de Wright, ME y la microtécnica de 
RFC (ALmN et al., 1976). El antigeno empleado 
se elaboró a partir de h capa 1 1 19-3 de B. abor- 
tus, siguiendo el p r ~ t o a a l ~  experimental de los 
autores antes citados. 

El estudia e l ~ f ~ t k o  se lleva a cabo sobre 
acetato de celulosa (Celogel), aplicando 3-4 p1 de 
suero a 1 cm. del borde catódico, y siendo las 
condiciones de migración 220 v. durante 65 min., 
en tftmp6n verand ssódico 0'04 M. Una vez reali- 
zada la migración, se colorean las tiras con Negro 

Amido IOB y se decoloran con decolorante metí- 
lico (GRAS, 1%7). La densitometrfa de los fero- 
gramas se realiza en un fotodensitómetro auto- 
mático ATOM 428 DIGISCAN. 

Los valores absolutos de cada una de las seis 
fracciones del proteinograma (albúmina, alfa-1, 
alfa-2, beta-1, beta-2 y gamma globulinas), así 
como del cociente albúminalglobulinas (AIG) y 
de proteínas totales, correspondientes a cadauno 
de los grupos de sueros establecidos según su 
título en las pruebas serológicas, se han sometido 
a anáiisis de varianza, complementado, al intro- 
ducir criterios de podtividad o negatividad, y 
para aquellas variables que presentan variación 
significativa, con una prueba T de Tukey, al ob- 
jeto de detectar el grado de diferenciación entre 
estos grupos cualitativos. 

En RFC. el sn8lisis de varianza, al no existir 
grupo sospechoso, se ha sustituido por una 
prueba T de Student con análogo fin. 

El análisis de datos centrados y el discrimi- 
nante. por enfrentamiento de los valores del 
electroferograma con los resultados de la serolo- 
gía, tratan de evaluar la capacidad diagnóstica de 
la electroforesis. 

RESULTADOS 

Los valores absolutos y porcentuales de los 
resultados obtenidos por SAL, ME y REC, en 
cuanto a positividad y negatividad se refiere, se 
expresan en el cuadro 1, tomando como límite 
para SAL y ME, una aglutinación del SO%, y para 
RFC igualmeate una fgación al 50%. 

CUADRO 1 
TAMAfiOS ABSOLUTO Y RELATIVO f%) 

DE LOS GRU'FVS CWALJTAllVOS 1, II Y 
111) mTABLEcIDos SEGON L o s  T / T u L o s  

ALCANZADOS EN LAS PRUEBAS 
SEROL~GICAS 

(SAL: SEROAGLUTINACI~N LENTA, ME: AGWTINA- 
C I ~ N  CON 2-MERCAPTOETANOL, RFC: RMCCIÓN DE 

FIJAcI~N DEL COWLEMENTOJ 

GRUPOS SAL ME RFC 

l. Negativos 95 1 26 95 
50'26% 66'66% 50'26% 

11. Sosperho80s 22 8 
11'64% 4'23% 

111. Positivw 72 55 94 
38'09% 29'10% 49'74% 

(1) SAL y ME 5 40 Ul/ml. RFC 5 IR. 
(11) SAL y ME = 8Q UUml. 
(111) SAL y ME 2 160 Ul/ml. RFC E 114. 



Los datos referenfcs a especificidad y sen&i= 
Gdad de cada una de las pruebas serológicae, w 
rewgen en el cuadro 2. En los cuadros 3.4 y 5 se 
expresan los parámetros estadísficos de los m- 
pos cualitativos establecidos en la serologfa, te- 
flejandose los valores F del análisis de vananza, 
los Tde lapruebade Tukey y Tde Student, en los 
awd~fpa Q,7  y 8. 

Los valores medios de las variables que mues- 
tirui diferencias significativas en cada uw de los 
grupos cualitativos e@aW&8, se expresan er 
las fimrae 1-3. 

El wuchio de rnn$ws~, la 
distinta eficac~a e las tres pruebas 
realizadas, por cuanto que difieren entre sí los 
porcentajes de positivkiotd daatados por cada 
um & e b  1): WbAque'aspr- w-' 
bien en la 'b1bilit~g.k&a (WmTTnt,  
1W4; PATTF~SON et al., 1W6; ALLAN et al., 1976; 
CHAPPEL et al., 1978). 
La val- de eBa um da estas técnicas 

clAsicas pm eemgmd6rn can un «estado p b a -  
ble de ia&ección~ establecido para d a  suem 
(CWAPPBL et al., 1978), asigna a cada mue&ra un 
vator pos%tivo o negativo según I@s psulrados 
obtenidos en RFC y ME, por ser estas las re&.- 
ciones que evidencian k IgG, testigo segifro de 
infección (ELBERG, 1973; VALETTE, 1974). 

De esta forma, consideramos que un suelo ne- 
gativo a ambas pruebas, es muy improbabk que 
pertenezca a un animal infectado. De igual mar- 
ndra, un suero positivo en dichas pruebas, o en 
un$ sola con un título significativo, es muy im- 
pmb*le que pertenezca a un mimal sanb. 

Partiendo de estas premia, podemas estimar 
el námero de hfsos reaccionantes negativos en 
cad- uno de los tres tests, asf como los f&os 
reaccionantes positivos en SAL, aunque no nos . . - . '  . ,  . ., . 

CUADRO 2 
RESULTADOS DE SENSIBILIDAD S V S . ) ,  

ESPECIFICIDAD (ESPE.), FA d OS 
NEGATIVOS (FN.) Y FALSOS POSlTWQ.9 
(FP.) ENCONTRQDOS EN CADA UNA DE 

LAS PRUEBAS, SEGÚN EL ESTADO 
PROBABLE DE INFEccI~IY 

W. ,'m. -E. RP. 
% . ' , %  % 96 

SAL m*cm i+75 %*o0 2'1 I 
ME 58'W Zák"6 
RFC 9'00 0'52 

serí~.~c,a¡bbhdl~ la P P O ~ O F G ; ~ ~ ~  .dg M& 
Y RFC. 

Los resultados obtenidos se exprem w el 
cuadro 2, en el que se o b s e ~ % q  
resenta mayor smqjbiridad m, t 'm, pm+&ia a la 

( 1 %2) y GARATEA 
falsos reaccionantes v a ,  fmnte al 12'W 
de CWPPEL et al. (IR%), 

Al igwl que @.curre wn la ME, no podemos 
hallar la proporci6n de falsos reaccionantes posi- 

dsbas hemos estable- 
infección*, sin em- 
tos de otras sumes, 

que encuentran para RFC una especificidad del 
843'2% ( G ~ T E A  (?t d, 198 1) y un porcent* de 
~ m p a r i ~  del I'Rg#wa YANTWS (1981) y 
del 14'0% para H m  'et al. (1982). 

La SAL muestra una sensibilidad del 72'0% 
coa un 13'75% de falsos negativos, achacable 
p w W a * a  kpmtmia en estos animales, 
de un@ ál!meidsis m h i c a  R~~Wectable en mu- 
chas ocasiones mediante SAL ante la baja o nula 
taset de IgM en -tos asos y10 a la ausencia de 
l@2 en cantidad diciente para ser detectada 
por esta técnicarañ, estimaciones apuntadas por 
&ros autor-, que encuen.m valores aproxima- 
dos a Ia nuestro-s: asi ALTON et al. (1975) &e- 
mn un: l l 'M de falsos rxeprivas al enfrentar este 
ahálish con U eltltipro bacreriológico, sin em- 
bargo ntmtrgs eEhs son significativamente infe- 
riores Ir I&s edwradas  por CHAPPEL et al. (1978) 
con dn 3% de &tos aparentes negativos. 

Hemos de notar que detectamos fenb- 
*no de zona en seis sueros (3'17%). desapare- 
ciendo al emplear solución hiperssilina (CIWa al 
S'Wo)como diluyente del suero, valor que esden 
la tfna be Rovx (1978) quien w bnicelosis h- 
mana encuentra un 3'04% de sueros con igual ca- 
mcterísrica. 

La qspecificidad ewo,n 
una prqp5rreXeis'$1&-2' Pl% 
positivos. b&araW 8 1 
PEL et al. (1978) con un 5'0% utilizando los mis- 
mos criterios de c o ~ c i 6 n .  

La aglutinaci6tí con 2-ME arroja una sensibili- 
dad del 58'0% can el Z1316% de falsos reaccio- 
nantes negativos. Hemos de resaltar que con esta 
técnica encontmmos una reducción de títulos en 
d 53'96% de los sueros, achacable a la posible 
presencia de un mayor nivel de IgM; otros auto- 
ws encuentran valores alrededor del 80'0% (GA- 
m. y MIRANDA, 1974; CHAPPEL et al., 1978). 

Se encontró fenómeno de zona en 35 sueros 
(18'51%) y paradójicamente nueve muestras pre- 
wntitron un tíbbq @wtimte supedor por ME 
que p r  SAL. 

Para establecer Los porcent@ade sensibilidad 
y especificidad a t e s  stWados, se han q i @  



. I 

' 7 -  C L ' .  
!%L%'L~ l 

las reeomefidaciones de (~LARKE (1973, concre- mente de manifiesto un perfilamiento o l m  entre 
tadas en las expresiones: c los grupos 1 y IPI  negativo^ y pwifivo~) para 

b W  9 4  SAL y ME a cu- a las raUblrs prMcLnsr 
StnsibiUdad - totaies, alfa-1, Wa-2 y giohliriag totaka se re9 

- p i t f v a s  ve-s fime . - 
pasiti.Uos verdade& +negativos falsos lM Por su p e ~ ,  el grupo ii (sosprchosos) no ma 

nifiesta urcaxfifewmia n&t em 1 y 111, par cuanto 
EspedIoiQad = que las medias de sus variables no lo definen de 

- negativos vdadems xlm forma clm. SolameMe existe una exeepcidn 
nt:gativos vd&ms+po~itivos falsos para beta-2 en SAL en* 11 y IfI, y para atfa-1 en 

ME entre 1 y 11 ( d m  7). 
La evahmdhn de la electroforesis como m& En lo que respecta al anáiisis de vaFianza con 

todo e@ %&te a tshbiruetmnte RFC, son las variables proteinas totales, albú- 
e w  serdtqia , la hetiios redi- mina, alfa-l y beta-2 las que presentan una eleva- 
d o  It ti%* de U d  t& t&n iu t~  wtetdístico por ción clara de sus valores (cuadro 8). 
medio de tws estudios a d M w  suwsivos. La bibliografía consultada al respecto, aporta 

El an$lisis da v&rüizxí heg pone conshte- datos diversos sobre las frtwci.ones del p&o- ' 

C i i ~ n ~ n  3 &Z4!3 - - . - - - - - - 
MEDaA Y COWICIENTE DE VARIACI~N DE LAS FRACCIONES DEL PAOTEINOGRAMA 
PARA LOS GRUPOS SAL.-1 (NEGATIVOS), SAL-11 (SOSPECHtXOS) Y SALIIl (POSITIVOS) 

FRACCIONES 

Pr. tst. 
MMmina 
ALfa 1 
Alfa 2 
h I 
Befa2 
Gamma 
GLab. m. 
Ccte A/G 

SAL-II $&U 

x (g.p. 100) CN% X fg+. 100) CY % 

CUADRO 4 
MEDU Y COEFICIENTE DE V A R I A . C I ~ N  DE LAS F R A C C ~ ~ N E S  DEL PRQTBNQGRAMA 
PARA LOS MMSUS ME-1 (NEGATIVOS), ME-II (SOSPECHOSOS) Y ME-111 (POSITIVOS) 

Pr. tot. 
AiZjbmina 
Aifa 1 
Alfq 2 
Beia I . 
Beta 2 
Garnma 
Glob. tot. 
Ccte AIG 



w - 1  WO.21 

rnCCrON@ , b~.ioq) ' 0% x (B.P. 100) cv % 

&, tot. 8' lQ24 * 0'2860 lT 55 8'7390 e 0'3109 
37'0 1 

17'q 
Adbhmina 3'1231 2 0'16% 3'4113 2 0'1532 22'22 
Alfa I 0'44% c O"42 37'8% 0'5086 2 0'0347 33'79 
Ma 2 'm 4 @O654 41'17 0'7353 r 0'0446 30*@ 
Beta 1 O"9338 r O'WBl 30'93 0'9328 2 0'0549 29'09 
Beta 2 0'9878 -+ O ' j r 9  33' 19 1'3055 r O' 1049 3 9 7  

1'8036 i 0'1777 48'99 1'8327 r O' 1010 37'83 
4'9665 & 0'2817 28'32 . 5'3 150 r 0'2778 2Y$oi 

Ccte A/G 0'6900 r 0'WSd 29'84 0'6929 e 0'0539 38'3 1 
N = 95 N = 94 

.u .f v , .ne n 
(j rg--5 y4 *Y?* 

VALORES F DE& ~ N f i 5 I 9  DE VARIANZA 
ENTRE LOS GlPWPm Cb??TATIVOS (I,II 

Y 111) PAR4 M$ Pi3E1EBAS DE 
SEROAGLUTJNMJ~N LENTA ( S U )  Y 

2-MERCAPTOETANOL f ME) 

Cu~m 7 %iCii 
PRUEBA T DE TUKEY ENTRE LOS 

GRUPOS CUALITATIVOS, PARA LAS 
'FRACCIONES DEL PROTElNOGRA MA 

CON DIFERENCIA SIGNIFICATIVA, Y EN 
&S PRUEBAS DE SEROAGLUTINACI~N 
LENTA (SAL) Y MERCAPTOETANOL (ME) 

-- 

FRACCIONES SAL ME 

Pr. tot. 
Albúmina 
Alfa 1 
. Alfa 2 
Beta I 
Beta 2 
Gamma 
Glob. tot. 
Ccte AIG 

,grama que sufren variaciones según el estado 
' infeccioso del animal. Así. RIBEIRO et al. (l958), 

,BONOMO et al. (1967), FRATTINL et al. (196% y 
*GGRAss (1967) obtienen una elevacidn de la 
pamma globulina acompañada o no de la beta 
globulina. siendo la beta-l para RIBEIRO et al 
(1958) la fracción que aparece más aumentada. 
Nuestros resultados, no obstante, están de 
acuerdo con los obtenidos por FRATTINI et al. 
(1969) para quien es beta-2 la fracción más desta- 
, cada en los procesos infecciosos. mientras que 
alfa-2 y beta-l mantienen sus valores; no así en lo 

. que. respecta a la fracción alfa-l que, permanc- 
ciendo sin alteración para este autor, nosotros la 
encontramos aumentada. 

En el análisis de datos centrados (figuras 4-6) 
.Vemos que los individuos no siguen, en una re- 
present~k:ibn e%pacial por medio de sus nueve 

SAL 
GRUPDS 

1-15 1-111 11-111 

Pr. tot. 1'3623 3'80&1*** 1'1196 
Alfa 1 0'8690 3'2144** 1'2178 
Be& 2 17347 6'23 18*** 2'3124* 
al&. t ~ t .  1'1538 3'7635*** 1'2933 

ME 
GRUPOS 

1-11 1-111 11-111 

Pr. tot. 1 '882 1 4'0407*** O'W7 
Alfa 1 2'065 1 * 2'5762* 0'8895 
Beta 2 1.7776 6'5679Y** 1'0923 
Glqb. tot. 1'6336 * 3'8410*** 0'0664 

variables. una agrupación clara conforme a esta- 
dos negativos, sospechosos o positivos estable- 
cidos en cada prueba serológica. Se trarta de una 
dtst8buci&n aleatoria de los mismos aunque 1m 
dos primeros ejes abmrben de por si (B92+ 16' 1 ) 
m& del 9S'B% de La prrrriabilidad, por lequededu- 
cimos en pr'iilcipio que no existe una agmpwión 
de individuos según el titulo y en relación con las 
chatra vqriables con diferencia significativa es- 
cogidas p$~o w representación. 

Las resultados del W i s i s  discrimiwte lle- 



CUADRO 8 

LAS FRACCIOMB DEL PROTEINOCRQMA 
EN LA RZXCGI& DE F I J A ~ N  DEL 

COW&EMENTO (RFC) 

A b h i n a  2'4714* 
2'3735* 

Gbb. tot. f 1'82% 
dcrte Affi " - 0'0728 

vado a cabo entre los proteinogramas de los sue- 
ros, y y s  rwuIWq serol6gi m.cada una de 
las LStreS prueBas realizadas, a ojan e'n' cada ijno 
de km grupos formados, unos bajos porcentajes 
de indivijluos que permanecen en el gnipo eqe-  
rado conforme al estado de negativo, sospechuy 
y positivo en cada una de las reacciones serolbigi- 
cm. Y 91 mismo tiempo, ums pmwntqjes muy 
elevados de individuos que se trasladan a otro de 
los grupos que, cbñsdtuiilos a partir de aquellas 
variables con dihbncia significativa, tígmbEen 
dividen in la pob1Mn en negdvos, sospechosos 
y positivos aunque de una fmma M) real. 

dedwmm que es- va- 
ate diserirninad~~s 

o. GD u a a p J h  gm&w para este IQ& de 
indiv- y en mmtm amdiciona eweri- 
mentales, predecir a partir del resultado de la 
e k t m f o r e l  si un individuo padece o no infec- 
ción brucelar. 
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FIGURA l .  Diagramas de los valores medios de las fracciones que presentan variación signifiativa entre los 
grupos cualitativos establecidos según la seroagiutinaci6n lenta (SAL 1, 11 y 111). 

-- 1% V.lems medios de proteínas toWu v.). 
- lb: Valores medios de alfa-l globulina (**). . Ic: Valores medios de beta-2 globulina (**). 

, 1 ,  Id: Valore;cr mealh&gldmlinasbrales de*). 



FIOURA 2. Diagramas de los valores medios de las fracciones que presentan variación signif~cativa entre los 
grupos cualitativos establecidos según la seroaglutinación con 2-mercaptoetand (ME 1, 11 y 111). 

2a: Valores &m &e pmWmw teteks (**). 
2b: Vdhwes medi- de a I f a 4  gtohha ("). 
2c: Valeres m&m de betw% @biilha (**). 
M: V~~ m d b  & g40-S W s  P*). 
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FIGURA 3. Diagramas de los valores medios de las fracciones que muestran variaci6n signjfiicativrt entre k~ 
grupos cualitrrtivos establecidos según la reaccián de fijación del complemento (RFC 1 y 11). 

3a: Valores medios de proteínas totales E**). 
3b: Valores medios de albúmina (*). 
3c: Valores medios de aifa-1 globulina P). 
3d: V@ioms madi~o de, he- ~~ .(**?). 



I FIGURA 4. Análisis de datos centrados se@n los i.esultados de Lri serortglutinaci6n lenta (SAL). 



dtrla aglutinacibn con 2-mqtaetanol (ME)! ' 
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