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RESUMEN

Se ha evaluado la electroforesis como técnica diagnostica en brucelosis bovina frente a tres praebas clasicas
en serologia: seroaglutinacion lenta de Wright, seroaglutinacion con 2-mercaptoetanol y reaccion de fijacion del
complemento.

Las fracciones proteinas totales, alfa-1. beta-2 y globulinas totales alcanzan valores significativamente mas
elevados en los individuos con diagndstico positivo por SAL o ME, mientras que los diagnosticados como
positivos por RFC muestran esta significacion en los niveles de proteinas totales, albimina, alfa-1 y beta-2
globulinas.

El analisis de datos centrados no diferencia entre individuos positivos o negativos en base a los resultados del
analisis electroforético. El analisis discriminante, en base a la cuantificacion de las fracciones del proteinograma,
nos muestra la no concordancia entre los resultados positivos sospechosos y negativos de las pruebas clasicamente
aceptadas como diagnosticas, y los que la electroforesis senala como tales.

Palabras clave: Brucelosis. Electroforesis. Aglutinacion. Mercaptoetanol. Reaccién de fijacion del comple-
mento.

SUMMARY

An evaluation of an electrophoretic analysis was carried out to estimate the value of this method as a
diagnostic technic versus the classical ones: serum agglutination (SAT), 2-mercaptoethanol (ME) and complement
fixation test (CFT).

Serum fractions alfa-1, beta-2 with total proteins and total globulins reach amounts significantly higher in
individuals with brucellosis detected through ME or SAT, In CFT, albumin, alfa-1 and beta-2 globulins are the
significative fractions.

The centered data analysis shows no differentiation between positive individuals according to the results of
the electrophoretic method.

Through the discriminating analysis, it is noticed that the percentages of individuals detected as negative,
suspicious or positive by means of the electrophoretic method are not coincident with those reported by each of the
serological tests.
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INTRODUCCION

El diagnostico serologico de la brucelosis bo-
vina se enfrenta con el problema de la propia
respuesta organica ante el agente infeccioso, ya
que aunque la naturaleza y dinamica de produc-
cion de anticuerpos es semejante, varia segun se
trate de infeccion natural o de reaccioén postva-
cunal introduciéndose en este segundo caso,
otras fuentes de variacion, cuales son el tipo de
vacuna empleada, la edad del animal. etc.

Por otra parte. la deteccion de anticuerpos esta
en funcion de la sensibilidad y especificidad de la
técnica empleada. de las distintas clases de inmu-
noglobulinas y de su concentracion sérica (CHA-
PEL et al., 1977), fase clinica de la enfermedad.
estado inmunitario del animal y caracter de la
estimulacion antigénica (KAEBERLE, 1973).

El estudio electroforético de las inmunoglobu-
linas que intervienen en las reacciones serologi-
cas, revela actividad aglutinante en las fracciones
gamma y beta (RICARDI et al., 1976), asi como en
otras de movilidad electroforética intermedia
(BRINLEY MORGAN, 1967).

En el presente trabajo, y dado que el analisis
electroforético revela alteraciones de algunas de
las fracciones globulinicas en determinados pro-
cesos infecciosos (PAGE et al., 1967; BLANCO,
1978; CUELLO, 1979), se realiza un estudio com-
parativo entre la electroforesis sérica y otras téc-
nicas clasicas en el diagnostico de la brucelosis
—seroaglutinacion lenta (SA L), seroaglutinacion
con 2-mercaptoetanol (ME) y reaccion de fijacion
del complemento (RFC)—, con el propdsito de
comprobar su posible utilidad para determinar el
estado de infeccion de un animal o de un colec-
tivo sospechoso.

MATERIAL Y METODOS

Se han sometido a andlisis serolégico vy elec-
troforético 189 muestras de suero sanguineo co-
rrespondientes a otros tantos bovinos de la raza
Holstein-Frisian, con edades comprendidas en-
tre | y 5 anos, procedentes de diversas zonas de la
provincia de Cordoba.

Se realizaron las pruebas de SAL en tubo se-
gan la técnica de Wright, ME y la microtécnica de
RFC (ALTON et al., 1976). El antigeno empleado
se elabord a partir de la capa 1119-3 de B. abor-
tus, siguiendo el protocolo experimental de los
autores antes citados.

El estudio electroforético se lleva a cabo sobre
acetato de celulosa (Cellogel), aplicando 3-4 pl de
suero a | em. del borde catédico, y siendo las
condiciones de migracion 220 v, durante 65 min.,
en tampon veronal sodico 0'04 M. Una vez reali-
zada la migracion, se colorean las tiras con Negro
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Amido 10B y se decoloran con decolorante meti-
lico (GRAS, 1967). La densitometria de los fero-
gramas se realiza en un fotodensitémetro auto-
matico ATOM 428 DIGISCAN.

Los valores absolutos de cada una de las seis
fracciones del proteinograma (albimina, alfa-1,
alfa-2, beta-1, beta-2 y gamma globulinas), asi
como del cociente albumina/globulinas (A/G) y
de proteinas totales, correspondientes a cada uno
de los grupos de sueros establecidos segin su
titulo en las pruebas serologicas, se han sometido
a analisis de varianza, complementado, al intro-
ducir criterios de positividad o negatividad, y
para aquellas variables que presentan variacion
significativa, con una prueba T de Tukey, al ob-
jeto de detectar el grado de diferenciacion entre
estos grupos cualitativos.

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

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

RESULTADOS

Los valores absolutos y porcentuales de los
resultados obtenidos por SAL, ME y RFC, en
cuanto a positividad y negatividad se refiere. se
expresan en el cuadro 1, tomando como limite
para SAL y ME, una aglutinacién del 50%, y para
REC igualmente una fijacion al 50%.

- CUADRO |
TAMANOS ABSOLUTO Y RELATIVO (%)
DE LOS GRUPOS CUALITATIVOS (I, 1 Y
111) ESTABLECIDOS SEGUN LOS TITULOS
ALCANZADOS EN LAS PRUEBAS

SEROLOGICAS
(SAL: SEROAGLUTINACION LENTA, ME: AGLUTINA-
CION CON 2-MERCAPTOETANOL, RFC: REACCION DE
FIJACION DEL COMPLEMENTO)

GRUPOS SAL ME RFC
I.  Negativos 95 126 95
50'26% 66°66%: 50267
I1. Sospechosos 22 8
11'64%  4'23%
I11.  Positivos 72 55 94
38'09% 29°10% 49'74%
() SAL y ME < 40 Ul/ml. RFC < 12.
(I1) SAL y ME = 80 Ul/ml.
(I1I) SAL y ME= 160 Ul/ml. RFC = 1/4.



Los datos referentes a especificidad y sensibi-
lidad de cada una de las pruebas serologicas, se
recogen en el cuadro 2. En los cuadros 3,4y 5 se
expresan los parametros estadisticos de los gru-
pos cualitativos establecidos en la serologia, re-
flejandose los valores F del analisis de varianza,
los T de la prueba de Tukey y T de Student, en los
cuadros 6, 7 y 8.

Los valores medios de las variables que mues-
tran diferencias significativas en cada uno de los
grupos cualitativos establecidos, se expresan en
las figuras 1-3.

DISCUSION

El estudio serol6gico pone de manifiesto la
distinta eficacia diagnostica de las tres pruebas
realizadas. por cuanto que difieren entre si los
porcentajes de positividad detectados por cada
una de ellas (cuadro 1), hecho que aparece tam-
bién en la bibliografia consultada (VALETTE,
1974; PATTERSON et al., 1976; ALLAN etal., 1976;
CHAPPEL et al., 1978).

La valoracion de cada una de estas técnicas
clasicas por comparacion con un «estado proba-
ble de infeccion» establecido para cada suero
(CHAPPEL et al., 1978), asigna a cada muestra un
valor positivo o negativo segin los resultados
obtenidos en RFC y ME, por ser estas las reac-
ciones que evidencian la IgG, testigo seguro de
infeccion (ELBERG, 1973; VALETTE, 1974).

De esta forma, consideramos que un suero ne-
gativo a ambas pruebas, es muy improbable que
pertenezca a un animal infectado. De igual ma-
nera, un suero positivo en dichas pruebas, o en
una sola con un titulo significativo, es muy im-
probable que pertenezca a un animal sano.

Partiendo de estas premisas, podemos estimar
el nimero de falsos reaccionantes negativos en
cada uno de los tres tests, asi como los falsos
reaccionantes positivos en SAL, aunque no nos

CUADRO 2
RESULTADOS DE SENSIBILIDAD (SENS.),
ESPECIFICIDAD (ESPE.), FALSOS
NEGATIVOS (FN.) Y FALSOS POSITIVOS
(FP.) ENCONTRADOS EN CADA UNA DE
LAS PRUEBAS, SEGUN EL ESTADO

PROBABLE DE INFECCION
SENS, FN. ESPE. FP.
% 9 % %o
SAL 72000 43775 9500 2P
ME 58°00 21'16
RFC 9900 0'52

seria posible hallar la proporcion de estos en ME
y RFC.

Los resultados obtenidos se expresan en el
cuadro 2, en el que se observa que la prueba que
presenta mayor sensibilidad es la RFC, con un
99'0%, paralela a la obtenida por LAMBERT et al.
(1962) y GARATEA et al. (1981) y un 0'52% de
falsos reaccionantes negativos, frente al 12°0%
de CHAPPEL et al. (1978).

Al igual que ocurre con la ME, no podemos
hallar la proporcion de falsos reaccionantes posi-
tivos, ya que con ambas pruebas hemos estable-
cido el «estado probable de infeccion», sin em-
bargo si confrontamos los datos de otros autores,
que encuentran para RFC una especificidad del
88'2% (GARATEA et al. 1981) y un porcentaje de
falsos positivos del 1'0% para YANTZIS (1981) y
del 14°0% para HERR et al. (1982),

La SAL muestra una sensibilidad del 72'0%
con un 13'75% de falsos negativos, achacable
probablemente a la presencia en estos animales.
de una brucelosis crénica no detectable en mu-
chas ocasiones mediante SAL ante la baja o nula
tasa de IgM en estos casos y/o a la ausencia de
1gG2 en cantidad suficiente para ser detectada
por esla técnica, estimaciones apuntadas por
otros autores, que encuentran valores aproxima-
dos a los nuestros; asi ALTON et al. (1975) obtie-
nen un |1'0% de falsos negativos al enfrentar este
analisis con el cultivo bacteriologico, sin em-
bargo nuestras cifras son significativamente infe-
riores a las encontradas por CHAPPEL et al. (1978)
con un 35% de estos aparentes negativos.

Hemos de hacer notar que detectamos feno-
meno de zona en seis sueros (3'17%), desapare-
ciendo al emplear solucion hipersalina (CINa al
5'0%) como diluyente del suero, valor que estaen
la linea de ROUX (1978) quien en brucelosis hu-
mana encuentra un 3°0% de sueros con igual ca-
racteristica.

La especificidad encontrada es del 95°0%, con
una proporcion del 2'119% de falsos reaccionantes
positivos. comparable a los resultados de CHAP-
PEL et al, (1978) con un 5'0% utilizando los mis-
mos criterios de comparacion.

La aglutinacién con 2-ME arroja una sensibili-
dad del 58°0% con el 21'16% de falsos reaccio-
nantes negativos. Hemos de resaltar que con esta
técnica encontramos una reduccion de titulos en
el 53'96% de los sueros, achacable a la posible
presencia de un mayor nivel de 1gM; otros auto-
res encuentran valores alrededor del 80°0% (Ga-
RRIDO y MIRANDA, 1974; CHAPPEL et al., 1978).

Se encontro fenomeno de zona en 35 sueros
(18'519%) y paradéjicamente nueve muestras pre-
sentaron un titulo aglutinante superior por ME
que por SAL.

Para establecer los porcentajes de sensibilidad
y especificidad antes senalados, se han seguido



las recomendaciones de CLARKE (1977). concre-
tadas en las expresiones:

Sensibilidad =
- positivos verdaderos wl
positivos verdaderos +negativos falsos

Especificidad =
negativos verdaderos .
negativos verdaderos+positivos falsos

La evaluacion de la electroforesis como mé-
todo diagndstico frente a los tests habitualmente
empleados en serologia clasica, la hemos reali-
zado a través de un tratamiento estadistico por
medio de tres estudios analiticos sucesivos.

El analisis de varianza nos pone constante-

mente de manifiesto un perfilamiento claro entre
los grupos 1 y Il (negativos y positivos) para
SAL y ME en cuanto a las variables proteinas
totales, alfa-1, beta-2 y globulinas totales se re-
fiere.

Por su parte, el grupo 1l (sospechosos) no ma-
nifiesta una diferencia neta con I y 111, por cuanto
que las medias de sus variables no lo definen de
forma clara. Solamente existe una excepcion
para beta-2 en SAL entre 11 y 111, y para alfa-1 en
ME entre 1 y I (cuadro 7).

En lo que respecta al andlisis de varianza con
RFC. son las variables proteinas totales. albu-
mina, alfa-1 y beta-2 las que presentan una eleva-
cion clara de sus valores (cuadro 8).

La bibliografia consultada al respecto, aporta
datos diversos sobre las fracciones del proteino-

(CUADRO 3
MEDIA Y COEFICIENTE DE VARIACION DE LAS FRACCIONES DEL PROTEINOGRAMA
PARA LOS GRUPOS SAL-1 (NEGATIVOS), SAL-11 (SOSPECHOSOS) Y SAL-111 (POSITIVOS)

SAL-I SAL-II SAL-IL
FRACCIONES X (g.p. 100) CV % X (2.p.100) CV % X (g.p.100) CV %
Pr. tot. 8'0305 + 02908 17'78 8’5045 = 0'6284 1667 8'9056 + 0°3551 1697
Albumina 3'2156 = 0'1914 29°22 3’3373 = 03256 22°01 3'3118 = 0'1498 19°25
Alfa 1 0°4423 + 0°0330 3666 04773 = 00590 2791 0°5278 + 0'0438 3532
Alfa 2 0'7658 + 0’0660 42°33 0'7391 = 0°0970 2962 0'7661 + 0'0534 29'68
Beta | 09214 = 0°0589 3140 0'9368 = 0°1122 27°01 09479 = 0°0647 29°05
Beta 2 0'9686 = 0'0672 34'06 1'1423 = 0'1304 2576 1'3807 = 0'1271 39°18
Gamma 1'7020 = 0°2648 47°53  I'8577 = 0°3205 38'91 1'9590 = 0'1815 3943
Glob. tot. 4'7819 = 0°2708 27'78 5'1532 + 0°5433 23’78 5'5817 = 0'3314 25'26
Ccte AIG 0'7330 = 0’0608 40’77 0°6804 + 0°0937 31'06 0'6397 = 00557 37'04
- N =95 N =22 N.=312
CUADRO 4

MEDIA Y COEFICIENTE DE VARIACION DE LAS FRACCIONES DEL PROTEINOGRAMA
PARA LOS GRUPOS ME-1 (NEGATIVOS), ME-1I (SOSPECHOSOS) Y ME-1I1 (POSITIVOS)

ME-1 ME-II ME-III

FRACCIONES X (g.p.100) CV % X (g.p.100) CV % X (g.p.100) CV %
Pr. tot. 8'0987 + 01283 17°'78 9'1000 = 1'1795 15’50 9'0516 = 0'3959 16’77
Albtiimina 3'2203 + 00779 27°17 3'4300 = 0°6861 23'91 3°3482 + 01740 19723
Alfa 1 0'4528 + 0°0142 3517 0’5812 = 0'0915 1883 0'5238 + 00530 37°45
Alfa 2 0'7583 + 0'0267 39’55 0'9875 = 0°2130 25’81 0'7404 = 0°0575 28°73
Beta | 0'9100 + 0’0255 31'S4 1°0388 + 02101 24’19 09713 + 00703 26'78
Beta 2 1'0051 = 00284 31'75  1°2763 + 0°2964 2778 1'4493 + 01577 40°27
Gamma 1'7386 + 0'0737 47°61 1'7738 + 0°5435 36'65 20065 = 0'1890 34'86
Glob. tot. 4’8511 = 0°1184 27'41 5'6575 = 1'1593  24°51 5°6915 = 0°3695 24'02
Ccte AIG 0'7184 + 0'0247 38'74 06500 = 02010 36’99 06456 + 0°6694 38'96

N = 126 N =8 N =55




CUADRO 5
MEDIA Y COEFICIENTE DE VARIACION DE LAS FRACCIONES DEL PROTEINOGRAMA
PARA LOS GRUPOS RFC-1 (NEGATIVOS) Y RFC-1I (POSITIVOS)

RFC-1 RFC-11
FRACCIONES X (g.p.100) CV % X (g.p.100) CV %
Pr. tot. 81024 + 0°2860 17°55 8'7390 + 0'3109 17°60
Albtimina 3'1231 = 0'1696 37°01 34113 = 01532 2222
Alfa | 0'4496 + 0°0342 37'88 0'5086 = 0'0347 33'75
Alfa 2 0'7900 = 0°0654 41'17 0'7353 = 0'0446 30°09
Beta 1 0'9338 + 0'0581 3093 0'9328 + 0°0549 2909
Beta 2 0'9878 + 0°0659 33’19 1'3055 + 0"1049 3973
Gamma 1’8036 + 0°1777 4899 1'8327 = 01010 37°83
Glob. tot. 4'9665 = 0'2817 28'32 5'3150 = 0°2778 25°85
Ccte A/IG 0°6900 + 0’0553 39'84 0'6929 + 0'0539 38°51
N =095 N =94
CUADRO 6 CUADRO 7

VALORES F DEL ANALISIS DE VARIANZA
ENTRE LOS GRUPOS CUALITATIVOS (1, Il
Y lll) PARA LAS PRUEBAS DE
SEROAGLUTINACION LENTA (SAL) ¥
2-MERCAPTOETANOL (ME)

FRACCIONES SAL ME
Pr. tot. 7'29** 9'07**
Albiimina 0'37 0'63
Alfa | 5'16%* 4'81%*
Alfa 2 0'K8 2’81
Beta | 0’18 1'50
Beta 2 19741 ** 21'97%*
Gamma 2’18 2'20
Glob. tot. 7'08** 8'01*%*
Cete A/G 2'46 1'89

grama que sufren variaciones segin el estado
infeccioso del animal. Asi, RIBEIRO etal. (1958),
BoNOMO et al. (1967), FRATTINI et al. (1969) y
GRASS (1967) obtienen una elevacion de la
gamma globulina acompanada o no de la beta
globulina, siendo la beta-1 para RIBEIRO et al
(1958) la fraccion que aparece mas aumentada.
Nuestros resultados. no obstante, estan de
acuerdo con los obtenidos por FRATTINI et al.
(1969) para quien es beta-2 la fraccién mas desta-
cada en los procesos infecciosos. mientras que
alfa-2 y beta-1 mantienen sus valores; no asi en lo
que respecta a la fraccion alfa-1 que, permane-
ciendo sin alteracion para este autor, nosotros la
encontramos aumentada.

En el analisis de datos centrados (figuras 4-6)
vemos que los individuos no siguen, en una re-
presentacion espacial por medio de sus nueve

PRUEBA T DE TUKEY ENTRE LOS
GRUPOS CUALITATIVOS, PARA LAS
FRACCIONES DEL PROTEINOGRAMA

CON DIFERENCIA SIGNIFICATIVA, Y EN
LAS PRUEBAS DE SEROAGLUTINACION
LENTA (SAL) Y MERCAPTOETANOL (ME)

SAL
GRUPOS

11 110 1-111
Pr. tot, 1'3623  3'8084***  1'1196
Alfa 1 0’8690  372144** 1'2178
Beta 2 77347 G 131 E RSN g
Glob. tot.  1'1538  3°7635%**  1'2933

ME

GRUPOS

-1 111 1-111
Pr. tot. 1'8821 4'0407%**  0°0877
Alfa 1 2'0651*  2'5762* 0°8895
Beta 2 1.7776  6’5679***  1'0925
Glob. tot.  1'6336  3'8410*** 070664

variables, una agrupacion clara conforme a esta-
dos negativos, sospechosos o positivos estable-
cidos en cada prueba serologica. Se trata de una
distribucion aleatoria de los mismos aungue los
dos primeros ejes absorben de porsi (79°2+16'1)
mas del 95°0% de la variabilidad. por lo que dedu-
cimos en principio que no existe una agrupacion
de individuos segin el titulo y en relacion con las
cuatro variables con diferencia significativa es-
cogidas para su representacion.

Los resultados del analisis discriminante lle-
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CUADRO 8
PRUEBA T DE STUDENT ENTRE LOS
GRUPOS CUALITATIVOS, PARA TODAS
LAS FRACCIONES DEL PROTEINOGRAMA
EN LA REACCION DE FIJACION DEL
COMPLEMENTO (RFC)

FRACCIONES 1-1
Pr. tot. 2'9532%%
Albimina 2'4714*
Alfa 1 2'3735*
Alfa 2 1'3535
Beta 1 0'0251
Beta 2 5'028]%*%*
Gamma 0'2518
Glob. tot. 1'8256
Ccte A/G 0°0728

vado a cabo entre los proteinogramas de los sue-
ros, y sus resultados serologicos para cada una de
las tres pruebas realizadas, arrojan en cada uno
de los grupos formados, unos bajos porcentajes
de individuos que permanecen en el grupo espe-
rado conforme al estado de negativo, sospechoso
y positivo en cada una de las reacciones seroléogi-
cas. Y al mismo tiempo, unos porcentajes muy
elevados de individuos que se trasladan a otro de
los grupos que, constituidos a partir de aquellas
variables con diferencia significativa, también
dividen a la poblacién en negativos, sospechosos
y positivos aunque de una forma no real.

Por todo lo anterior, deducimos que estas va-
riables no son lo suficientemente discriminadoras
0, en una palabra, no podemos para este lote de
individuos y en nuestras condiciones experi-
mentales, predecir a partir del resultado de la
electroforesis si un individuo padece o no infec-
cion brucelar.
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FiGura |. Diagramas de los valores medios de las fracciones que presentan variacion significativa entre los
grupos cualitativos establecidos segun la seroaglutinacion lenta (SAL 1, 11 y 111).

la: Valores medios de proteinas totales (**).
Ib: Valores medios de alfa-1 globulina (**).
Ic: Valores medios de beta-2 globulina (**).
1d: Valores medios de globulinas totales (**).
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FIGURA 2. Diagramas de los valores medios de las fracciones que presentan variacion significativa entre los
grupos cualitativos establecidos segun la seroaglutinacion con 2-mercaptoetanol (ME 1, 11 y 111).
2a: Valores medios de proteinas totales (*¥).
2b: Valores medios de alfa-1 globulina (**).
2¢: Valores medios de beta-2 globulina (**).
2d: Valores medios de globulinas totales (**),
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FiGURA 3. Diagramas de los valores medios de las fracciones que muestran variacion significativa entre los
grupos cualitativos establecidos segiin la reaccion de fijacion del complemento (RFC 1 y 11).
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3b: Valores medios de albumina (*).
3c¢: Valores medios de alfa-1 globulina (*).

3d: Valores medios de beta-2 globulina (***).
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FiGura 4. Analisis de datos centrados segln los resultados de la seroaglutinacion lenta (SAL).
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FIGURA §.

Analisis de datos centrados segan los resultados de la aglutinacion con 2-mercaptoetanol (ME).
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FIGURA 6. Analisis de datos centrados segun los resultados de la reaccion de fijacion del complemento (RFC).



