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L~ INTRODUCCION.

Actuslmente se ha registrado un progreso considerable en varios pafses con
relacion al control de Ja brucclosis: sin embargo, desde el punto de vista de su
trascendencia ccondmica y sanitaria continda siendo muy importante.

Como problema mundial Lo bracclosis comprende dos fases principalee:

Lo Surepercusion en L salud piblica,
20— La pérdada coondmica de fa Industaa Ganadera

Dada la importancian que representa ¢l control de esta enfermedad he le-
vado 3 wabo ol sigucate trabajo co ol cual presento “ED Método actual de pre-
paracion del antigeno y 1as pruchas mds recientes de diagndstico en los anima-
les v oen ol hombre™, ya que Ja erradicacion de da brucelosis animal es la base
para prevenie e brucclosis humana, demostridose la necesidad de realizar estas
pruchas debido 2 gue en arcas donde faltaba informacidon o era deficiente, la
enfermedad alcanzaba una ampliz difusion,



S

1. GENERALIDADES,

CLASIFICACION:
ORDEN: Lubacteriales,
FAMILIA: Parvobactersaceas,
TRIBL:: Brucellcae,
GENERO. Brucella,

Son tres las espeoies estrevhamante tehasonidas que constituyen’ ¢l género
Brucella: Bro mcldensis, Br sbortos v Deosuns, ademids se ha colocado en este
grupo o Alcaligenes Bronchaséptioan baro of nombre de Br, bronchiséptica.

CARACTERISTICAS.

Bacifos Jumisatos con i bas forose covoides de 009 por .S 2 2.0 Micro-
nes, solos oo parcpas unidos por s eXHQNUS O CO PequSios KIGPOS ¥ A vees
cadenas cortas, wmdsites, Gran aepatisos, slgunas veues presentan tencién bi-
polar. Sus colanias son poguciiag, taiondas convexas, bisas y relucientes. Para su
desarrolio preficren una presin e oxigeno paraal o hgeramente reducida. de-
pendicido de lespene e gue se trate. Ne badan L gelatina, Patogeno al hom-
bre y a los annmales.

IDENTIFICACION,

Los tres microorganismos son muy afines diferenciindose en el laborato-
tio por reacciones broquimicas y serologicas.

Cuando se aisla un genmen que se sospecha pertenece al género brucela,
el cultivo debe somcterse 2 lus sigwentes pruebas de confirmacion:

A= Aparicadia tipica de las colunuas.,

b.~- Prucba de Movilidad.

d.— Aglutinacion con un sucro espeifico de brucela,

¢ Coloracion de Gram.

-



- Todas las prucbas de identificacion dJe las especies brucela son cualitati
vas y ninguna por si sola cs suficiente paca establecer la diferenciacion.

Si ¢l gérmen que se trata de identificar os inmovil, Geam negativo, colo-
nias con apariencia tipica de bruccla y que Hega a aplutinar ¢l sucro espexi-
fico a un tiwlo presumible o5 brucels,



v Todas las prucbas de identificacion de las especies brucela son cualitati
vas y ninguna por si sola cs suficiente para establecer la diferenciacion.

Si el géemen que se trata de identificar s inmdévil, Geam negativo, colo-
nias con apariencia tipica de brucela y que Hega a aglutinar cl sucro especi
fico a un thwlo presumible ¢s brucels,
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neutra de acetato de plomo al 10 %, Jurante una hora. Las tiras de papel filteo
se dejan sevar. Una vra de oste paped se colova an La boca de cada tubo, man-
teniéndola e oe Jugar con ol tapain de algodén Se debe evitare que o paped
s« moje. Los cultives se aseuban 2 3700y danamonte se cx.\n‘nn.m Las tiras o
p.\{!c‘ durante ¥ dias para ohwervir h.ty cunepraanucnto. Meoes quc fo nay.
soreemplaza Lo tird por una nuevs Lo pencral, L brucela melitensis no pro.
duce entegreumiento 0 s aaso una trazas Los waltinos de brucela abortus
producen un CORTRICIBIENn prenderado durante 2 das o poco mis. La bru.
wla s produce un ennegroomiety mtenso Jurante 3 o 8 dias, exceptuando
fa variedad Danesa que no produce HUS B b tore brsas La produccidn de
H. S o3 mayor.

La rapides con gue se eleortia o rescoon en o cas de Las brucelas abortus
v Brooswis, se dibe a la accitn enzundics de da dihidoo sottidasa, sobee los sl
furoaminoacidos

Tohibicion por colorantes Fata prucha o moy and va que determing o
;.ap.xud.ld de fas brrcelas pana desarsollanse cn prosenin Jde viertos colorantes,
Los colurantes gque dan los megores reaaltadon co oo proeba son ha tucsing ba-
Leay [ tonng as conw L prrosis Hs e vaatio Jorermngr b ancentraadn
adevuada ded colorante segin o mchio que se cmpley, cuando s usa fucsing od-
sa Cortiticado Noo NEsY v tisnma Cortitioado Noo NT1o, o8 recomendabic
una difuadn tmad 1osooun, saosee doouno o ded otte coloranie vaando st
te de medros comio thpicasasong o Albine Nodd medio anpleado oy sgae hi.
wado T dituodn debe e o b oagar papra da Giduadn serd 25,000
La prroansa se amplea o una diluadn 1 otonoae Lo ol (o e e uea cepd
no se tipilguee salsfatonamenic asando las conuemtaacones gue se indaron

se hacen aucvas pruchay wsando un caltive freseo arplaando dos o tees dilue

viones del colorante a fin de determinac caal o be nds apropaada. Sinmhidnea.

mente a1 muestra en estudio se hacen pruchas e control empleando cultivos

conocidos. Los medios de cultivo deben ser reqientes 3 oy colorantes se anaden

2 los medios inmediatavenre despuds de La oindzaoon & dos colorantes usa
dos no son del Cernitioado, debe determimarse T cor cintracion basindose en
cantidad de wolerante que poseen.

Teéuniea- Se preparan placas de agar infusin higado gjastanddo el pH 6.0

0 bien se usa agar bacto-tr ptosa. Mever v Zobell recommendun un medio semi-
solido que se prepars oo g



Caldo simple............ 500 ml.
Cloruro de sodio. ........... 5 gr.

Bacto-peptona. . ..... ... ... .2 gr.
Bacto-Agar. ... L . 2 gr.
Agua destilada, . L L ceee. 500 ml

Sc disuelven en o aldo, la peptona, el agar y ¢l cloruro de sodio y se
austa ol pH 3 6.8, se filtra v se estiriliza a 15 hbras durante 20 minutos. Ajus-
tar el pH & 6.8 nucvamente, enfriar a 452 C. y afadir la cantidad de sol. ma-
dre de colorante fijada. La soluion madre del colorante se prepara por tritu-
ravtn de un gramo de colorante ¢n 1 o de aleohol absoluto. adadir 2 cc. de
alechol de 96 ¥ acompletsr 100 (. von agua desulada quedando asi una solu-
won al 190 Se lieva a e maubadora durante 48 hrs. o fin de comprobar su es-
teesdndad,

El inodio asi obtenido se reparte on cajas de Petri, divididas en varios seg-
mentosv. Seostembrd con un asa de platine de 2mim. cargada con un cultivo en
madio solido de 48 hrs. v os emulsionade en Coic de solucion salina, la su-
corfivie del agar. Las placas se ncuban a 37°C. durante 72 hrs. o mds.

Los wultnos de cepas de brucela abortus las que no desarrollarian en at-
wasfers normal, por lo que unas placas se incuban en atmésfera con 109 de
€O, ¥ otras ¢n atmdsfera nonmal,

La brucels abortus desarrolly abundantemente en medios con fucsina y
pironina.

La brucely mebstensiy creve bien ea fudsina y tionina, v pucde 0 no crecer
on prronna.

Ia beucela suis no desarrolls en fucsina ni en pironina dnicamente ¢n
totna,

Produccion de Ureass ~- Esta determinacion es de algln valor aunque li-
mitado en la upificacion de las especies. Es una determinacién semi-cuantita-
tiva de L actividad de ureasa de cultivos de brucela. El método recomendado
es ¢ de Bauer. Se prepara una solucion al 5% dc urea en M/8 NaH,PO,, con
una solucion de HCL al 10 7 se ajusta al pH a 4 y sc agrega rojo fenol como
indicador al 0.0615€¢. Se carga un asa con cultivo de 48 hrs. sobre un medio
wSlido y se emulsiona en un cc. de la solucion de urca. La mezcla se incuba
a baito murfa a 37°C. y s¢ hacen lecturas a los 15, 30 y 60 minutos y luego ca-
ds hora hasta obscrvar un color rojo o rosado que indicard una reaccion po-

siliva,

—13—



La bruccta suts dda una reacadn positiva imediastamente o o ot trgnscuc-
w de 15 a 30 man., mientas que bis cepas de brucela abortus necesttan: 2 ey
hotas. El comportamicnto de la brocela mchtenss varia con e cepa dtg que se
trate, algunas s¢ comportan como Brosuis yoteis como Br. abortus, En ta -
tualidad L mayor utihdad de osta prucha consiste, en distinguie Lo Bro abertus,
de la Br. wis,

Sin cmbargo, muchas veves da tesultadon cquivecos par lo que se debe des
corrclacionar on los resultados, de otras paacbas.

Utilizacion de Te Dextrosa - Esta preeba como L anterior no os digna Je.
mucha confianzg, por lo que e, debe relatonar con otras pruebas,

Para ejecatar esta prucha, of cultivo debe hacerse en un medio que cope-
tengs peptona al 100 con dextrosa al 170 unos y otros sin dextrosa durantes
14 dias. Durnante este ticnpo se deternsag periodicamente ol pHL En el medio,
que contiene dextrosa la Be ws v Lo meltensis dsminuyen ol pH debido 4 que
utilizan 1o dexirosa, on camlbtio srose trata de Broabostus-aumenta Ix concentra-
cion de oy tones OH sumentandd ol pHE del miedto puesto que o} azdiuar no e;-
utihizado, o bien lo o ca muy - poguens cantidad (oo mids ded 270)0 Las brue.
celas Suis v Melitenses utihizan o 2090 0 Bl rosaltado final se obtrene deteomis.
nando la glucosa funal del medio por o prucha cuantitativa de Benedtit, L
ghucoss utibizady se obtiene aabmente restandn dt L cantidad inscial b finak

Preparacion de suesos monecspecitioss Fatas survros son dt-gran vilor-
en L tipificacon wose dispone de suctos satslactotos Su preparsadn nu ess
faal ya que no se pucde ostablecer mmpyna- regla gopina gue garantice su
obtencion satistactoria, Los adtivos sihzados Jedsen encontrarse en tase higa- ).

Una vez conprobado, que los conepas estan bilspes de vitaccion Beucélica
sometiéndolos 4 una prucha de suero-sglutinacion, se procede g movalaclos pro:
vocindoles una infecinn active por inyecaion e sproximadamente 100 mitlo-
aes de gérmenes vivos de an cultivo de 48 hes en L veua sunicular. A inteeva.
los se hacen sangrias de prucha. Coando se observa un ditulo de 1640 0 mis
se sangran en blanco por la cardndis. Genergdmente se obstiene ¢l titulo deseados
a la semana de haber aphado wan sole iayaeain, perossi o necesario se hace-
una sepunda tnyecaon. Se separa o} suere v o agrega S de fenol Seosuse
pende el cultivo de L cepa-astada en sofuaon salinasy se centrifuga para s
parar los microorgamsmos, Los. gérmenes centafugados medidos se agregan &
los sucros, se meaddan y La suspension se incuba 2 377C durante 2 hrs, Al @
bo de este tiompo. se centrifugs para climingr fas oélulas microbianas, y los:
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sucros son sometidos a la prucha de aglutinadidn con Br. abortus y Br. meli.
tensis. 8ono se obtiene una Jdiferenciacion satisfactoria, sc repite el proceso de
sheotcdn una o mis vees. Por los resultados de estos ensayos, se puede deter-
minar a cantidad necesaria de gérmences para la absorcion y ¢l niunero de ab-
sorcranes necesarias, para luego dlevar a cabo este proceso en los fotes comple-
tos de sucros La navesidad de emplear cultivos en fase S, se debe a que si se
emiplean paraalmente diseciados, se puede encontrar cualquier nimero de gru-
pot antizénicas de bruwela, dependiente su mayor o menor cantidad del nu-
mero de cepas disociadas utilizadas en la preparacion y absorcién de los sue-
tos. El uso de sucros mal preparados, puede dar Jugar a confusiones. Una vez
preparadas os sucros se les somete a una prucha con un namero de cepas ea
fase § de fas tres especies de brucela.



1V .~ DISOCIACION,

El término disociacidn se uss para indicar la transformacién de las bru-
¢clas en nucves tipos de colonias dutante su ciclo sexual normal de reproduc-
cidn,

Cada cultivo usado en ol estudio de disociacion fué identificado como
micmbro del género brucela y su especie fué determinada por los métodos an
tes indicados, la forma de crecimiento y ol tipo de colonia sc determina por:

L— Examen de la2s colonias sobre medio de agar, observando su forma,
didmeteo, opacidad. color, consistencia y textura.

Ho— Reaccion y comportamiento de una suspension de células: estabils
dad en acriflavina y en solucion salina; aglutinabifidad por sucros normales y
especifivos; antigeniadad, producadn de aglutininas en cuyes por antigenos §;
vitulencia para los cuyes; disociabilidad: 1) durante su crecimiento en medio
liquido, 2) formauiin de colonias de 297 1 377 €. diferencias en la actividad
metaboliva.

METODOS USADOS EN EL ESTUDIO Y PRODUCCION DE LAS DI
PERENTES FORMAS DE CRECIMIENTO Y TIPOS DE COLONIAS DE
BRUCELA.

Para efcctuar ol estudio de la disocadidn de 1s brucela es necesario efec-
tuar prevismente cultivos patrdn con objeto de determinar la pureza de la co-
lonia, especialmente ceando ¢l germen ha sido aislado de la sangre o de un
tejido infectado en donde es comidn encontrar mis de un tipo de colonias. El
medio liquido satisfactorio para obiener una ripida disociacion del tipo "8”
en otros tipos de colonias es el caldo triptosa que comir.-n?: 1.55c de peptona
triptosa, 0.9¢¢ de glucosa, 0.5% de doruro dc‘ sodio y O.5mg.% de cluruio
de tiamina, El pHt se ajusta 2 6.7 con H,p0, se filtea por papel y se teparte en
tubos que se estirilizan 2 115° por 20 min. Los tubos scmbrac.]os s¢ mcub'a_n
a 37° C. sin agitacion. Pasados 30 dias sc toma una asada y se siembra en-tiip-
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tosa agar por cstrias, en tal forma que la poblacién de las colonias en ciertas
ircas sobre la superficic sca densa y en otras esién separadas. En 14 zona den
samente poblada se obscrva 3 menudo diferencias en la apariencia de las colo-
nias, que no pueden verse en las dreas en que las olonias estin separadas unas
de otras. Las colonias s¢ examinan por primera vez 2 fos cuatro dias de incu-
bacion a 37° C. Las cajas Petri sc colowan después @ 20-29° C.en una atmosfers
con humedad relativa no menor del 3097y examinadas a intervalos.

El crecimiento os translidido y himedo o grasoso e¢n apariencia, cuanidu
sc observa desde la tapa o a un dngulo de luz directa.

Algunos dec los cambios mis sorprendentes en fa morfologia de las colo
nias ocurren lentamente durante una largs incubacion a temperatura ambiente
apareciendo las colonias hijas catre los 4 y -10 dfas que generalmente son de
un tipo diferente al de la colonia madre. Ciertos tipos de colonias madres des-
arrollan mids de un tipo de colonias hijas,

Se pucde lograr una disodianion del tipo de colona hija por sicmbra en
tubos de caldo triptosa, examinando los cultivos a intervalos antes descritos. El
origent de la colonia tipo se pucde determinar en muchos casos por las colonias
hijas que dan origen a colonus idénticas a fas primerss cuando se siembran en
caldo triptosa.

La observacion de la morfologia de las colonias se hace por ol método de
Henry de luz oblicua reflejada. El dispositive consta de un microstopio bino-
cular con aumento de 15 didimetros, un espejo conaave que se coloca aproxi-
madamente 2 una distancia de 10 em., del microscopio, una timpara con haz
de luz concentrada que se coleca 2 unos 1% cm. del espejo y a una altuaa de
10 ¢m., ¢n esta forma los rayos de la luz se reflejan en ol espejo Hegando a 14
placa de cultivo en un dngulo aproximado de 452, Las especificaciones dadas
varian segan el tipo de Jimparas usadas,

Es dificil por simple observacion Hegar a conocer las verdaderas caracte-
eisticas morfoldgicas de cada tipo de colonia, las que pueden variar de tamaiio
de acuerdo con la densidad de la poblacion. ¢ muis, cuando cicrto tipo de co-
lonias crecen sobre placas de agar en presencia de oteas de diferente especie
son’ mis pequeiias de didmetro y reflejan un color diferente al que tienen cuan-
do son de la misma especie (tipo simple). Los colores que tienen las colenias
de brucela son matices pastel y por esto es dificil compararlos con cualquies
sistema standard de colores. La consistencia y textura de las colonias se deter-
mina por levantamiento con una pequedia espitula. Esta observacion puede ha-
cerse debajo de un microscopio de baja potencia (x12).

— 18~



De acuesdo con esta observacon las colonias se clasifican en: grasosas,
ctanulares, pulposas, blandas, mucoide, duramucoides o cerosa-mucoide. Lu

sctermmaaon de las difcrentes consistencias se relacionan al color en los dite-
rentes tipos de colonias.

Una prucha simple v ripuda paca determinacion del tipo de colonia s 1a
de Brave v Benastel! que se efectita colocando en una platina una pequeiia
vantudad do célalas que se emulsifican con una gota de solucion salina, afadien-
do ena goda de wiuadn acuosa de aceiflavina acutrs o 1x1000 y s¢ mezcla,
“rohay una aprds flocelacin o formaadn de geinulos, se trata de fa forma

A7 e awseni deoesla floelaaion indica que tas colontas pertenceen o fa
terma 370 En el Caso de que se tonme un hilillo viscoso las colonias correspon-
den a ls Tonma "M7. Se observa que las células mucertas de colonias de mis
Jeos adias de edad mod-fian los resubtados de la prucba. Se puede hacer una
nodificacin e esta procha tomando o un alambre una pequea porcion
do 1 coloms vy merdlindols con una gota de solucion acuosa al 1x1000 de
waflavina (pH S8y o soluaon hidrodtoridrica (ptl 3.8) y se examina innwe-
diatamente sobre la platias dod macrosopio,

Wira forma ripda de descubnic tos diferentes tipos de colonias o5 ¢l st
puicate: Se ust como rohio de cultivo agar ALBIMT con la formula modiii-
cada, de tal mancea que contenga 250 de agar, 190 de ghwosa, ¥y 9% Jdo
giteenna, Se preparan plicas dejandolas secar por 21 hus o mids para reducit
fa humedad. Tas placas se srembran de tal modo que se obtengan colonias aisla-
das, v se dejan incubar 96 Baso a0 370 G Despuds de la intubocion se impregnan
con una solucion awosa de cristal violeta al 172000 por 15 segundos, se
vierte ¢l exeeso de colorante en nn recipiente con desinfectante, y sc ob
serva 1 Jas placas con ue mictasopio con poco awnento y con luz oblicua. Las
co'os s lisas aparecen de ua volor azul verdeso pilide que contrasa con v
fondo violeta p.'llido. : s colonias variantes tienen un color que varia de! rojo
al azul rojizo. Si la observacion no se hace ripidamente las colonfas lisas Lo-
man w. coler violeta cada vez mis intenso en fa periferia, sin emburgo la ob-
Servacion pncde hacerse hasta las 96 hrs. Entre las colonias \'arinntcs. s¢ pue-
den observar 3 diferentes colores. El color tipico de las "R" es un violeta in-
tenso; fa mayor parte de los cultives "M dan un color rojo azulado mds pi-

hdo.
Otros colorantes que

lisas quedan incoloras o de un color lige . que las
recen de un color rojo naranja br llante. La safranina O™ sm

han sido estudiados con la safranina O: las colontas
ramente rosado, mientras que las Lo-

Jontas "R ap
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embargo no peemite diferenciar las variantes "R” de fas "M La cosina y el
verde britlante, permiten una ligera difereaciacion entre S™ y viriantes, mien.
tras que la fucsing duida, of verde mctito, ¢l rojo congo, ¢l pardo Bismark, el
verde malaguita y ¢l nepro Sudin no Jdan una ditecencacion,

La oestabebidad de tas células de los diferentes tipos de colomias se deter-
mina prcp.\r.mdo UNA SSPCnSIon de 100 celao en sotucion saling en unos tu-
bos pequedios de agltinaadn, se naaban @ 377C por 24 hes. Algunas células
de tipo TRT v UMY e sedumentan a las 24 hrss Bsta prucha se hace para de
termunar o estabdidad de una suspension de élalas de un tipo de colonia
para usarse como antigeno para cdudios de agplutinadion. La propiedad agiu-
toativa de un tpo Jocolsan no puede see determinada ¢ comparada con otra
tipo en prosenaa de sueros s L saspension oo permanece ostable en un pe-
riodo Jde 72 hew Lo oaglutnabilidad de diferentes suspensiones de «flulas en

solucion sabing so determing o presencia de sueros espeditioos normales,

ta virulenaa se determing aova tindo por via subaitines cuyes de o0
ges. de pesa con suspensiones de 107 2107 de células vivas. Los cuyes se sa
Gitican 30 dias dopucs de s myewion vy ose examinan los Granos  internos
Luscando fas desones y sembrado en agar sélidos St 100 células vivas de us
tipo dado producen testones en el tepdo y Jos cultivos de dste son positivos, e
tpo es altamente virulentoo Se oY céulas vivas de un tpo dado producen
lesiones visibles pero al sembrar este tefido 0o se obtienen o se obticnen muy
pocas colonas, ¢l tipo se castlica como de una vitulencia muy baja.

La aapacidad de las clulas de los diterentes tipos due colonias para pro
duair sucro-aglutininas para el antigeno tipo § se determing en cuyes simultd
neamente a las determinaciones de virulendia, Despuds de muertos los cuyes,
se colectan muesteas de sangre y se titalan los sucros con antigeno tipo "S™ per
ta prucba en tubo, incubando a 377 por iy hrs,

Muchos tipos de colonias de brucela son semejantes cuando se examina
su color natural. pero son facilmente d-stinguibles cuando crecen sobre agar
triptosa conteniendo doruro de 23% tntenil-tetrazolium al 001G
central circular de las colonias de 1 fase

El drea
K de Broosuis toman un color obs-
ciro casi negro, las de Br. abortus presentan una sotibis roja y la de Bro me
liteusis presentan un color tojo mis laro que ol ded abortus, Los bordes de las
colon as de Br. suis se colorcan de anarillo pitido opaco, las de Br. abortus de
un azul verdoso transparente v las de Br. melitensis de un rosado pilido opaco.
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Colonias en agar.—-Circulares, de bordes irregulares cusndo desarcollan 4
25°C, convexas, opacas, de consistencia grasosa de didmetro de 1.5 a 2 mm. Las
volonias jovenes presentan el mismo color que las "8 y "Ry las vicjas pre-
sentan sectores triangulares verdes azalosos alternando con amarillo rojizos.

Estabilidad en acriflavina.—Algunas células son estabies y otras son aglu-
tinadas cn grinutos o hileras cortas.

Virulencia y Antigenicidad - 1gual a las células de tipo "'S™.
Disociacion - -No se ha logrado obtener fibre del tipo S,
COLONIAS THO SI.. S1,. SE,. Se. 81,

Origen.—El tipo SI, se origina del tipo S, el SI; del tipo SI, el Sec.
SL,y of 81, del SI;. apareviendo aintervalos irregulares en cultivos viejos.

Colonias en agar.—-Circulares convexas, ligeramente opacas. de consisten-
cia grasosa, de Jdidmetro de 15 a0 2.8 mmy )

Color.—El tipo St ¢s igual al 8, excepte que ¢f borde es mids grisiceo, ¢l
tipo S, presenta color amarillo rojizo obscuro en ¢l drea central, el tipo SI, es
mis rojizo que ¢l Sk, los tupos See. 8L, presentan sectores  triangulares az.al
verdoso y verde prisiceo.

Estabilidad ¢n acriflavina ~Todos los tipos de «élulas son estables ex-
cepto el SI; que se agluting en forma de finos grinulos o hililles cortos.

Virulenua.--E ndmero de cdludas vinas que producen infecaon en el
cuy, varian de 10* 2 104, dependiendo del tipo §-M usado.

Antigenicidad.——Todos tos tipos producen aglutininas para ¢l antigeno ti-

po Sy SL

Disociacidn.—El tipe SI, en caldo triptosa en ¢l transcurso de 3 a 10 dias,
origina 2 tipos R diferentes, Sec. SI, y SI;. Las colonias tipo SI en tubos d¢
cald « triptosa en ¢l lapso de 3 2 10 dias dan colonias de 3 tipos mucoides di-
ferentes.

FORMA RUGOSA
COLONIAS T1PO R, R,, R, R,.

Origen.—Las colonias tipo rugosa aparecen en cultivos de células tipo Sl
en caldo triptosa dentro de un periodo de 5 a 20 dias. Las células tipo R,, han
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Colonias en agar.--Circulares, de bordes irregulares cuando desarcollan 4
25°C, convexas, opacas, de consistencia grasosa de dlimctro de 1.5 a2 2 mm, Las
colonias jovenes presentan ¢l mismo color que las "S” vy "R” y las vicjas pre-
sentan sectores triangulares verdes azulosos nltcm.mdo von amarillo rojizos.

Estabilidad en acriflavina—Algunas ¢¢lulas son cstables y otras son aglu-
tinadas cn grinulos o hileras cortas.

Virulencia y Antigenicidad - Tgual a las células de tipo 78"
Disociacion - -No se ha logrado obtenee libre del tipo 8™,
COLONIAS TIPO S, 81, 81, Sec 8L

Origen.—El tipo SI, se origina del tipo §, el SI. del tipo SI,, el Sec
SI, y of 81, ded S5, apareciendo 4 intervalos irregulares en cultivos viejos.

Colonias en agar ~-Circulares convexas, h;,cmmcnu opacas. de consisten-
cia grasosa, de Jidimetro de 1.5 a4 2.4 mm,

Color.—El tipo St s igual al 8 excepto que ¢l borde es mids prisiceo, ¢l
tipo S1, presenta color amaritlo rojizo obscuro en el drea central, ¢l tipo SI, s
mais rojizo que ¢l Sk, los tpos See. Sl presentan sectores trisngulares az.a!
verdoso y verde grisiceo.

Estabilidad en acriflavina. ~Todos los tipos de «élulas son estables ex-
cepto el SI que se apluting en forma de finos grinulos o hilillos cortos.

Virulenaa - ndmero de céludas vinas que producen infecaon en el

cuy, varian de 10* 2 10, dependiendo del tipo $-M usado.

Antigenicidad.-~Todos los tipos producen aglutininas para ¢l antigeno ti-

po Sy SL

Disociacion.—El tipo SI, en caldo triptosa en ¢l transcurso de 3 a 10 dias,
origina 2 tipos R diferentes, Sec. SI, y SI;. Las colonias tipo SI en tubos d¢
cald .+ triptosa en ¢l lapso de 3 a 10 dias dan colonias de 3 tipos mucoides di-
ferentes.

FORMA RUGOSA
COLONIAS TIPO R,, R, R,, R,.

Origen.—Las colonias tipo rugosa aparecen en cultivos de células tipo 1,
en caldo triptosa dentro de un periodo de 5 a 20 dias. Las células tipo R,, hau
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M, dificilmente s¢ suspenden en acvitlaving, aglutinindose en largos hilos.

Virulencia - Ningunas (élulas del tipo mucoide producen infeccién pro-
presiva en ¢l cuy aunque se han encontrado tipos de colonias de células M, y
M; en ol bazo 30 dias después de Ia fnyanion suboutdnes. .

Antigeniidad. -No sc producen zelutininas en los cuyes para el antipe-
no "8 por inveraion de suspension de células vivas (10°),

Disociacion. - El tipo M, no se disovia en otro tipo Je colenias. Cultivos
ded vpo My, en ol transurso de 503 50 dias, mucestran s presencia de tipos
Sev M, que no pucde ser obtenndo vome tipo puro. EE tpo M,y cuande crece en
cl caldo triptoss pasados 35 5 dias, did origen 2 los tipos M, M, y PS (pseu-
do-smoathy. Los tpos M, v M, no desarsollan colontas hijas,

El tipo M, otrgina una poqueiia cantidad de tipo mucoide semejante a €l en
color y consistenaia

Eb tipo M, parcve ser estable,

El tipo muconde na o8 reversible al tipa S o sl
OTRAS FORMAS.
COLONIAS TIPC PSEUDO LISA,

Origen.—— Sc origman Jde celulas tpo M, en caldo tripiosa.

Colonias en agar— . Creculares, convexas, opaas, de consistencia aceitosa
de color semejante al tipo § pero mis opaias, sieado esto una dificultad para dis-
tinguirlas de ellas. Su didmetro o5 de 1.4 2 2 nm,

Estabilidad en acriflavina.— Las células son aglutinadas en grinulos pe
quefios y grandes.

Virulencia y antigenividad - Sunilae 1 los upos muconde,

Disaciacion.-—— No s¢ ha observado disoaiscion en otroy tpos ni feversion

al tipo "S". No forma colonias hijas sobre agar.
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M, dificilmente se suspenden en aceitlaving, aglutinindose en largo: hilos.

Virulencia--Ningunas «élulas del tipo mucoide producen infeccion pro-
gresiva en ¢l cuy aunque se han encontrado tipos de colonias de células M, y
M; en cl bazo 30 dias después de lx inyacion suboutdnea, .

Antigenicidad. - -No se producen avlutininas cn los cuyes para el antige-
no 87 por inveaon de suspension de célubas vivas (10°),

Disgiacion - El tipo M, no se disoviz on otro tipo de colonias. Cultivos
del tpo My, en ol transurso de 303 S0 dias, mucstran La presencia de tipos
Sex M, que no pucde ser obienddo vomo tipo puro. Bl tpe M, cuando crece en
cl caldo triptosa pasados 3 5 5 dias, di origen 2 los tipos M, M, y PS (pseu.
do-smoothy. Los tupos M, v M, no desarrollan colonias hijas,

El tipo M, otrgina una poyueiia cantidad de tipo mucoide semejante a €l en
eolor y consistensis,

Eb tipo M, parcce ser estable

El tipo mucorde o es reversible al tipo S o sl
OTRAS FORMAS,
COLONIAS TIPC PSEUDO LISA.

Origen.— Se orignan Je cclulas tpo M, on aalde tipiosa,

Colonias en apar - CGreculares, convexas, opacas, de consistendia aceitosa
de color semejante al tipo $ pero mis opacas, siendo esto uny dificultad para dis-
tinguirlas de etlas. Su didmetro es de 1.5 2 2 mm,

Estabilidad en acriflavina—— Las células son aglutinadas en grinulos pe
quefios y grandes.

Vigulencia y antigenividad . Sunilar 1 los upos mucowde,

Disaciacion.— No s¢ ha observado disoaiacion en ofros tpos ni reversidn

al tipo "'S". No forma colonias hijas sobre agar.
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DISOCIACION DE LA BRUCELLA MELITENSIS.
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La disociacion de la bruccla melitensis se efectiia mis lentamente que cu
la Br. abortus y Br. suis. Un estudio de dos cepas de tipo S y 5 Sl de Br. meli-
tensis, revelan la disociacién tipo. Se han estudiado parcialmente 19 tipos de
colonias que difieren unas de otzas en el nimero y morfologia de las colonias
tipo mucoide y en ¢l nlmero, origen y cardcter de los tipos R.
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DISOCIACION DE LA BRUCELLA MELITENSIS.
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La disociacion de la bruccla melitensis se efectia mils lentamente que cn
la Br. abortus y Br. suis. Un estudio de dos cepas de tipo S y 5 Sl de Br. meli-
tensis, revelan la disociacién tipo. Se han estudiado parcialmente 19 tipos de
colonias que difieren unas de otzas en el nimero y morfologia de las colonias
tipo mucoide y en ¢l nlmero, origen y caricter de los tipos R.
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embargeo no permite diferenciar las variantes "R de fas "M, La cosina y ¢l
verde britlante, permiten wna ligera difereaciadion entre 8™ y viriantes. mien-
tras que i fucsing dada, of verde metito, ¢l rojo congo, ¢l pardn Bismark, el
verde malaguita y ol nepro Sudin no dan una diferendiacion.

La ostabobidad de tas céludas de los diterentes tipos de colomas se deter-
mina preparando una suspension de 100 celao en solucion salint en unos -
bos pequeiios ae agliting Wi, se mauban @ 370C par 24 hes, Algunas células
de tipo TRT v UMY s sadinentan a las 24 hrse Esta prucha se hace para dde
ternunar Tt estabibidad de una suspension de cflalas de un tipa de colonia
para usarse como antigeso para edudios deoaghutinaaon. La propiedad agiu-
tinativa de un tipo Jecoloinia vo puede ser determinada ¢ comparada con otea
Upo cn proscnctd de sucros st L suspension oo peomanee estable en un pe-
riodo de 72 hes Lo oaglutinabididad de diferentes suspensiones de células en

solucion sabine so determina en presencia Jdesueros espeditioos normales,

ta virulenda se deternina inyvatando por via subcatines cuyes de 00
grs. de pesa con suspensiones de 100 a 107 de células vivas. Los cuyes se sa-
Gifican 30 dias dospucs de v iyewon vy ose exacunan los Organos  internos
Luscando las fesrones v osembrado enapar solido. $1 100 células vivas de ui
tipo dado producen lesiones oo el tepdo y los cultivos de dste son positivos, @
tipo os altamente virulento, St 107 cdulas vivas de un tpa dado producen
fesiones visibles pero al stimbrar este tepido 0o se obtienen o se obticnen muy
pocas colonuas, ¢ tipo se casifica como de una viculencia muy baja.

La aapaadad de las clulas de los diferentes tipos de wolonias para pro
ducir sucro-aglutininas para ol antigeno tipo § se determing en cuyes simultd
neamente a3 las determinaciones de virulencia, Después de muertos los cuyes,
se colectan muestras de sangre y se titulan los sucros con antigeno tipo "8 por
ta prucba cn tubo, incubando a 377 por it hrs.

Muchos tipos de colontas de brucela son semejantes cuando se examina
su color watural. pero son tadilmente d'stinguibles caando crecen sobre agar
triptosa conteniende Jdoruro de 235 trfemib-tetrazolium al 0.01%¢..
central circular de Tas colonias de by fase

El drea
ST de Broosuis toman un color obs-
cro casi negro, hus de Brooabortus presentan una soibia roja y la de Bro me

litensis presentan un color rojo mids claro que «f ded abortus, Los bordes de las
colon’as de Br. suis se colorean de amarillo pilido upaco, las de Br. abortus de

un azul verdoso transparente v lus de Bro melitensis de un rosado pilido opaco.

— 20 -



Cultivas para sicmbra.

Una vez gqoe se ha comprobado que los ultivos son de colonias lisas pu-
1a8, s¢ sembra ana cantidad adecuada para obtener suficiente cosecha en tubos,
lon e se ponen aincubar 4 377 C durante 48 hrs,

En seguida se prepara una solucidn de NaCl al 08596 estéril y aséptica-

mente se cubie o aultivo de fos tubos. se agita suavemente hasta que todo of
creamiento se doprenda y quede suspendido en fa solucion,

La suspensiin de uno de los tubos se vierte a una botella aspiradora pro-
vista de una n.\rhpum protetore, yue conticne 900 ¢o. de and solucion estéril
de NaClal 08570 Do esta manea queda preparada la suspension audre para
L stembra, que tiene aproxnnadamente 5 5 10° géenenes por co Sa de esta sus.
pensin son agrepados o cada botetla Roux de medio de cultivo y pasa obtener
una saspenston unttorme se hace girar suavemente I botella. Una vez hecha
stembra, fa botella se tnvierte y se colaca on Laincabadora co posicidn horizental
durante 72 hrs 1 3797 € Pasado este tiempo fas batetlas se examinan al mi.
croscopio, descchando Lis que extén contaminadas, asi como en las que of me-
div se haya despegado. Bl agua de condensacion y el exceso de liquide de sient
bra se climinan flameando fa boca de a botella La eliminacion de estos liqui-
Jdas csmportante por que conttenen clementos que pacden afectar fasensibiti-
dad del antigeno. A Cada botella se agepa de 30 a0 60 0 de T soludion esténl
do NaCl contentendo 0.5¢% de fenol La botella se agita suavemente hasta que
cl crecinento queda suspendido. La suspensidn inictobiana Jde cada botella se
recoge enan revipiente estéal de vidrio, Easeguida se hace un conteol de pure-
za haciendo un frotis de by suspensidn v colorcindola con Graa,

Si por ol examien microscopica del frotis se ve que Ly suspension es satis-
factoria, se filtra a travds de alpadon estéeil ao absorbente. La suspension se po-
ne a centrifugar en una super centrifuga Sharples 1 25,000 R.P.M, separindose
L porcion lquida, chiminando asi cualquicr substanuia soluble del medio.

Los organisimos de brucela en forma de pasta se colocan en botellas tara-
s, de boaa ancha y con tapon esténil, anotindose el peso de Ia pasta. Se agre-
gan aproxtmadamente 2 partes de Lo soludion estéril NaClal 0.85¢% con 0.5%0
de tenol Scoamarra of tapdn v se agits durante 4 hes., con of fin de obtenet
una suspension homogéaea, La suspension concentrada se pone en fa autoclave
durante 30 v 2 1009C. De esta manerd queda preparada la suspension ma-

dre con o cual se preparan tanto ol antipeno para a prucha lenta en tubo co-
mo ¢l antig o part fa prueha cipida en placa



Cultivas para sicmbra.

Una vez gue se ha comprobado que los wultivos son de colonias lisas pu-
1a%, s¢ siembra una cantidad sdecuada para obtener suficicute cosecha en tubos,
lon que se ponen 4 incubar 4 377 C durante A48 brs.

En segurda se prepaea una soluciin de Nacl al 0.8967 estéril y aséptica-
mente e wubie o adtive de Tos tubos. se agita suavemente hasta que todo ol
creamiento se desprenda y quede suspendido ea L solucian,

1.a suspensiion de uno de fos tubos se vierte a una botella aspiradora pro-
vista de una n.\rﬁpum protectore, yue conticne 900 ¢o. de und solucion estéril
de NaCl al 08577 De esta mancers queda preparada la suspension madre para
L sicmbra, que ticone aproxaimadamente 5 x 10° séenenes por wo e de esta sus.
pension son apregados a cada betddla Roux de medio de cultivo y para obtener
unia suspenston unforme se hace pirar suavemente la botella. Una ver hecha b
siembra, L botella se invierte y se colaca en Ly incabadora en posicion horizontal
durante 72 hrs 4 3757 (0 Pasade este tiempo las batellas se examinan al mi-
croscopio, descchando L que estén contaminduas, asi como on las que of me-
dio se haya despegado. Bl agua de condensadion y ol exceso de liguide de sient-
bra se climinan flameando L boca de Lo botella: T chiminacion de estos ligui-
dos ¢ mmportante por que conttenen clemientos que pueden afectae L sensibilic
dad del antigeno. A ada botella s agrepa de 50 2 60 0 de Lo solucion esténil
do NaCl contentendo 0.54% de fenol La botella se agita suavemente hasta que
el crecrinento queda suspendido. Ta suspensida ticrobiana de cada botella se
recoge enun revipiente esténil de vidrio, Boseguida se hace un conteol de pure-
2a haciendda un frotis de la suspension v coloreindola con Gram,

Si por ol exanen microscopico del frotis se ve que Ly suspension es satis-
factoria, se filtra a travds de algodon estéril ao absorbente. La suspensidn se po-
nea centrifugar en una super centrifuga Sharples 1 25,000 R.P.M, separindose
L porcidn Hquids, chiminando asi cualquier substancia solable del medio.

Los orgamismos de brucela en forma e pasta se colovan en botellas tara-
s, de bous ancha y con tapodn esténl, anatindose ¢l peso de la pasta. Se agre-
gan aproxunadamente 2 partes de L soluaion esténil NaClal 0.859% con 0.5%0
de tenol, Scoamarea o tapdn vy se agits darante 4 hrs., con o fin Jde oblenct
una suspension homogénea. La saspension conventrada se pone en fa autoclave
durante 30 min 2 100°C, De esta manerd queda preparada 2 suspensién ma-

dre con la cual se preparan tanto ol antigeno pars fa prucha lenta en tubo co-
mo et antig mo paca fa prucha cipida en placa,
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El volumen de pérmenes se deieemina poniendo exactamente con una pipeta,
0.2 . de s susprasion ca cada uno de los cuatro tubos, a los que previamente
se les ha puesto 4.8 cc. de agua destitada. quedando 5 oo de volumen en cada
tubo. S¢ ponen a centrilugar 75 min. a 2750 R, P. M. tomande < promedio de
Lt fectura de los 4 tebos para calewlar of volumen de los gérmenes en ta forma
sigudente: St of promedio de a lectura o 0.02, se multiplica por 5 para obtener
el equivalente para 1 co y éste por 100 da o] 1040 de la concentracion de gés-
menes, Si es necesario ¢ corrige fa densidad agregando mis suspensidn originai
o muis diluyente. Para ada litro de suspension se agregan 6 co. de una solucién
que contenga b parte <de solucion acsosa de verde bedlante al 197, El antigeno
se filtra por algodd vo shsorbente estéeil para climinar cualquicr substancia
coagulada por of «r o1 La sensibilidad del antigeno sc compara con antigenos
de tipo standard,

PREPARACION DEL ANTIGENQO PARA LA PRUEBA DEL ANILLO EN
LECHE,

Este antigeno se prepara a pastic de fa-cepa 11193 de brucela abortus.

Para la producadn masiva de ostos microorganismas se hace en igual for-
ma que se hizo en da preparacion del antigeno de placa y tubo. Se emplean cui-
tivos de 305 diss en agar los cuales se lavan con una solucion salina. Se filtra
pata separas los restos de agar y se agrega aproxinadamente ¢f doble del volu-
men de agua destitada. La solucian colorante s¢ prepara coma sigue:

REACTIVO I, .

Se disuclven 9 grs. de sulfato de aluminio y amonio en 100 cc. de agua des-
tilada. Se agregan 30 cc, de glicerina,

REACTIVO 11

Se disuelven 1.2 ges. de hematoxiling en 2 co. de alcohol (95%); sc ca-

lienta a 50°C. Se afora 1 100 cc. con agua destilada.

Se mezchan el reactivo 1y 1l y se agregan 0.17 grs. de yodato de sodio di-
sucltos en 2 cc. de agua destilada, Se deja seposar ¢l reactivo durante 15 min.
para logear su oxidacion. esta se diluye al 1y 1:6 con sulfato de aluminio Y
amonio concentrado (1043). Se¢ deja repesar el colorante diluido de 12 a 20

30—
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hes. 2 tempetatura ambiente y se filtra faea separar las substancias insolubles,
Una vez listo ol colorante, se agregan una sospension de bacterias estabilizadas
3 un pH de 4 en fa proporcion de 10 grs. de pasta para 1200 a 1400 cc. del co-
Iarante diluido. La suspensidn se deja reposar -8 horas a la temperatura del cuar:
10 6 bien se calienta en un bano de agua hasta que la temperatura de la mezcla
Hegue 2 657 S¢ mantiene la temperatura por 3 0 $ min. y se enfria. De cual-
quicr forma las células bacterianas tomardn una coloracion plrpura azulada obs-
cura, La suspension se centifuga a 2600 a 2800 R. P. M. Sc decanta ¢l liquido
sobwenadante. ¥y s fava 3 veces centrifugando rcsusp(mdicndo fa
pasta bacterianz con una selucion al 0.4 de cloruro de sodio con 0.1 de una
solucion molas de dcido Lictico, lo que equivale a 0.9 cc. de jcido en 1 Lt de
lsvado, Enseguida se ajusta ¢l pH a4 con NaOH al 1097, La suspension final
de las élulas se hace en solucion salina de una densidad de 496 del volumen
que se determing en los tubos de Hapkins. E pH final deberd ser de 4.0 a 4.3,
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Vi PRUEBAS DE DIAGNOSTICO DE LA BRUCELOSIS HUMANA

Sc entiende por brucclosis la infeccion del hombre o los animales con cual-
quicra de Las 3 espevies de brucela: abortus, melitensis ¥ suis,

En general los sintomas clinicos varian en ¢l hombre de acuerdo con la es-
pedic que origma la infaudn, pero en algunas o:asiones la infevcion pucede pei-
ststrr en ¢l organsmo sin que s presenten sintomas clinicos. La prucba del cui.
tivo del germen s 13 que deienmina con mayor certeza la existencia de Ia brucela.

Cultivo bacteniologico ~ Un requisito para obteaer ¢xito en el aislamiento
de brucela o que todas las operaciones se efectien asépticamente tales como re-
solewudn y preparacitn de especimenes, inoculacion del medio, inyeccion de los
animales del laboratonio.

EL aislannento anicial del germen de la sangre v otros liguidos orgdnicos
sv hase en medios Higquidos, debido al escaso ndmero de brucelas que se encuen.
cran. Generalmente se usan las infusiones de higado, ternera, carne de res o pa-
pa. aunque se preficren los medios de Albini y tripticasa soya. La forma en que
s¢ hace ¢l hemovultive es la sigutente: Se colocan 75 ¢c. del medio de cultivo
cn frascos de cultivo y se agregan de 1 a 26 de citrato de sodio y se esterilizan,
S¢ introducen de 5 a 10 cc. de sangre o del liquido orginico y se incuba a 37°C.
en un recipiente que contiene 1095 de CO,, después de 4 dias y a intcr\'alo§ te-
gulares se hacen siembras en la superficie del medio solido de agar,.y:se siem-
bran con pipeta 0.2 cc. Esta prucba se hace también en condiciones,agsébicas. . -

En 1a actualidad se usa ¢l método de Ruiz Castafieda que presenta la ven-
taja de reducir las manipulaciones, y por lo tanto las conmn?inacioncs. y los ac-
cidentes personales en los traspasos bactcriolégxcPS scsundar'los, por ser un me-
d‘o que consta de una fase solida y una fase liquida. El medio sélido se prepara

de la siguiente manera:

Bacto-triptosa. .. ......... R £
Cloruro de sodio. ........ Ceees .5 grs.
Agar. ... v 3.0 grs.

Agua destilada................. 100 cc
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En un frasco de sicmbra se colocan 15 o del medio, la boca de fa boteliz
(1.25 cm.) sc tapa con papel estaiio y sc esterilizan a 15 Ibs. por 15 mun. Las
botcllas se inclinan y se deja que ¢l medio solidifique, se quita el papel y se ana-
den 10 cc. de caldo triptosa que contiene 2¢r de Bactotriptosa y 2C de citrato
de sodio. que se esteriliza por separado, se tapa con tapon de hule estéril. En
algunas botellas se inyecta CO, por medio de una jeringa. Antes de usar este
medio doble se hace control de esterilidad. Se hace la inoculacidén con 10 ¢c. de
sangre tomada en condiciones asépticas. La mezcla de sangre y caldo se extien-
de por un momento sobre la superficic del agar y se incuba a 36°C. Cada tercer
dia ¢l caldo se extiende por la capa de agar y se incuba otra vez en posicidn ver-
tical.

Resultados.— Cuando 1 capa de agar presenta colonias a las 24-48 hrs. es
probable que ¢l cultivo se haya contaminado. Cuando las colonias aparecen a las
scgundas 24 a 18 hrs. después de la sepunda inoculacion el erganismo que des-
arrolla s Salmoncla menos frecuentemente Estafiloco o Estreptococo  pero
puede ser Brucelia.

Cultivos positivos de bruccla se determinan después de Ta tercera inocula
aion del agar o sea al tercer dia de sebrado. A Tos 20 dias los cultives negati-
vos s¢ pueden desechar.

El citrato de sodio cse se agrega no solo evita la coagulacion sino que re-
duce la actividad fagocitica de los leucocitos poli-morfo-nucleares 1 un minimo.

Pruchba de aglutinacidn en sucros.~  Esta prucha sierapre da resultados sig-
nificativos cuando existe una infeccidn activa. Cuando los resultados son sos-
pechosos o negativos se repiten fas pruchas antes de decidir que no se trata de
brucelosis. En los casos sospechosos un titulo alto (1:80) o en aumcato, cons-
tituyen una prucba presuntiva de infeccion. Los titulos bajos (1:20) indican
baja probalidad de infeccion. Esta prucba se puede efectuar segin ¢l método
lento o bien ¢l ripido en placa sicndo éste Gltimo ¢l mis usado. Es importante
que cl padecimiento tenga por lo menos wna semana de evolucion para que se
hayan formado suficientes aglutininas ¢n ¢} organismo. Ei titulo 1:100 se con-
sidera como positivo indicando brucclosis.

Existen otras prucbas que se emplean con fines de diagnéstico que no son
muy cmpleadas, sin embargo en muchos casos han confirmado o rechazado un
diagnéstico.

Prueba Opsonocitofigica.-— Se¢ toma sangre del paciente, unos 5 cc. apro-
ximadamente y se le afaden .2 cc. de citrato de sodio al 206z en suero fisio-
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igeo Se agita y se centrifuga. Se separa la patte supezior y 1 cc. del plasma se
fe afiade 1« de una suspension de brucelas vivas en solucidn salina reciente-
mente preparada. La copa que se emplea debe ser susceptible a la fagocitosis.
Se ncuba 2 37°C 30 min Enscguida s: hace un frotis que se tific con Wright,
Giemsa 0 2zul de metileno. El indice opsonico se pucde cxpresar por ¢l nimere
de brucelas fagouitadas por cada 100 feucocitos o hien el 66 de leucocitos que
han fagecitado no unporta ol ndmero de bacterias,

Un indice supenior a %0 indica una posible infeccion por brucela.

Poreba Totradérmua o de s Mclitina.—Esta es una prucha de tipo aléi-
piCo. e roquicre un oxtrav.e proveniente de un filtrado de cultivos viejos
de brucela. Con cste oxtracto se hace una inyewion subcutinea de .1 cc. y se
observa ¢l rosultado antes de 24 horas. Una reaccidn positiva se manifiesta
por un enrojecimiento 2l rededor del piquete que os intensamente positiva en
tre fas 6 v 12 heso que siguen a la inyeccidn,

ia farmula loucouona nos pucde sugerir 11 posible infeccion de brucela.

Inoculacion o anvmalos--Tiene especial valor cuando Jas muestras provie-
e de un madio foectonente contaminado. El inéculo se mezcla en una
solucion de pentating (200 unidades por ) para evitar el efecto de algu-
nos péemenes de conta nuaaa. L tnoculacion se hace por via subcutinea.
El animal se sacrifica 4 a @ semanas después_de la inoculacion, se toma san-
gre, s hace la prucha de scro-aglutinacion, s¢ buscan las lesiones macrosco-
picas v sc bacen cultivos del bazo.

Inoculacion en huevo.—-Las brucelas se desarrollan ripidamente en el
cmbridn del pollo. Los huevos embrionados de 4 a 7 dias s inoculan en
ol saco vitelino, Tres dias después su cultiva el higado del embrién del po-
lio. Las brucclas se multiplican abundantemente aunque sélo se inoculen muy
pocos organismos. Las brucelas asi aisiadas se cricuentran generalmente di-
sociadas. Este método ticne éxito cuando se trata de sangre, codgulo o liquido
cerebro espinal.

Una prucha valiosa es la de Ruic Castaiieda o de Fijacién de superficie.

Preparacion del Antigeno y Prucba.-—-Se hacen cultivos de brucela abor-
tus y brucela melitensis ¢n una infusion de agar higado durante 48 hrs. Se l-a-
va el crevimicnto con solucion salina y se filtra a través de algodén estéril,
s¢agrega ung solucién de formol al 10%. Se deja a tcmpcriltum ambxent‘e
24 hrs. y se centrifuga, ¢l sedimento se susp -nde en un pequeiio volumen de



agua destilada. Esta suspension se trata con sulfato ferroso. La supensidn se
tific con una solucién acuosa recién preparada de hematoxilina casi negra, se
deja reposar toda la neche. Se centrifuga y el sedimento resuspendido en
voltimenes de solucion isotoniva de clorure de sodio, El papel filtro que se
usa es ¢l E.D. No. 609. Esta prucba puede ser realizada por dos métodes
que son los siguicntes:

A).—El suero
placa en donde se mezdlan. Una asada de la mezada se Hleva a la parte inferior
de un papel filtro en tira 2 1 . aproximadamente Je la orilla. Inmediata-
mente para evitar la cvaporacion se coloca a tira en posicion vertical en una
solucion isotonica de coruro de sodio 3 0.3 cni de profundidad. El ascense
del Tiquido sobre 12 mezcla 1a cual puede o no ser favada hadia arnba con 1
solucion salina que asciende.

y ci antigeno son Hevados con una asa de platino a una

by

B).-~El fendneno se observa ponicndo una asada de 4 mm. de sucro en
un pedazo de papel filtro. Una vez que el sucro se ha extendido al miximo,
se deposita en ol centro de fa mancha wna gota de antigeno tomada con una
asa de 2 mm. Con la msma asa sc colovan gotas de solucidn salina isotonica
sobre el antigeno que pucde © 0o ser empujada del lugae donde fué depo-
sitado.

Resultados.—-En ¢l provedimiento A) $i se usa un sucro nozmal, gran
parte del antigeno ¢s lavado hacia arriba en ¢l ascenso del liquido, dejando
pequeias trazas de €l en la parte inferior del papel. Esto ocurre también si
st usa tinta ncgra Parker 51 en vez del antigeno. Cuando ¢l sucro es de per
sonas que padecen de brucelosis en evolucion, la mezcla de suero inmune y
¢l antigeno deja una mancha negra pricticamente inalterable en el lugar Jon-
de fué puesta. Siempre se hace un control con sucro normal. Esto se realiza
en menos de 1 min. La diferencia entre la conducta de un sucro normal y
un suero inmune esti en que ¢l suero normal actda como un coloide pro-
tector sobre ¢l antigeno (también sobre la tinta), impidiendo su fijacidn al
papel de ahi que pueda ser facilmente lavado en el ascenso del liquido.
Cuando se trata de un sucro inmune, ¢l efecto del coloide protector filta, de-
bido a que ha sido modificado ¢n su condicion clétrica causando su union
con el anticuerpo. En ¢l procedimiento B) Si el antigeno se coloca en una
mancha de suero normal, la adicion de solucién salina empuja el antigeno a
la periferia. Si es un sucro inmune, la adicién de solucién saling no ticne
clecto y la mancha permanece en ¢l lugar donde fué puesta. La intensidad
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del fendmeno de fijacion depende del contenide de anticuerpos en el sucro,
csto demuestra con sucre de paciente que sufre brucclosis en evolucion y
permanece activo aunque las aglutininas son de muy bajo titulo.

En rosumen. osta prucba demouestra la union del antigeno anticuerpe
realizada en la superficie del papel filtro y sometida al efecto del lavado de
una corriente de solucidn salina isotdnica.

Micnteas of suero nornal s lavado junto con el antigeno, el suero in-

mune produce fijacion del antigeno en ¢l papel, en el lugar donde fué de-
positado.
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Vil -PRUEBAS DE DIAGNOSTICO DE LA BRUCELOSIS EN
LOS ANIMALES. :

Prucha de scroaglutinacion.-~Estd considerada cono ¢l método mis dig-
1o de crédito para descubris infecciones en animales individuales. Esta prue
ba pucde realizatse en tubo o on placa. En la primera prucba la lectura so
hace después de 40 a 48 hrs. de incubacion a 37.5°. La aglutinacion de los
gérmencs del antigeno bajo fa forma de grumos y su depdsito en el fondo
del tubo, determina la danfwacion ded liquido del tubo, manteniéndose lew
wopos firmes agn después de una feve agitaion. La aglutinacion os ¢l resul-
tado direvto de la acdidn especifica de las L glutininas del sucro que se for-
man en ol orgamsmo anunal 3 raiz de lainfewion con brucela. En la pruebs
en placa, la lectura se hace a los 8 min. St esta prucha se realiza corrects
mente, proporciona resultados comparables 2 la de wbo. Esta prucha se puc
de clectuar en sucro sanpuineo o en suero de loche, Para obtener o sucro
de L leche, se agrepa 3 L muestry 2 203 gatos de extracto de cuajo 0 Renina y
se pone a la estufa a 3757 hasta que la dache osté cuajada. El suero se cen
trifuga, copleando a misma téoniia que seosigue con sucro de sangre. El
fendmeno de zona o sea que hay aglatmacion en las diluciones mids altas
pero no en las mis  bajas, es mis  comin en la leche que en la sangre,
pot cso se emplea ol sistema de diluciones multiples.

Respecto a las reasciones cruzadas, algunos titulos sospechosos en los
animales se puede deber 3 infecciones temporales con microorganisiios que
tengan caracteres antigiénicos en comin con la brucelus, por ciemplo con
¢l Vibrio Comma, Vibrio Fetus, Pasteurella Tularensis y Salmonella Pu.
Horum.

Prucha del Anillo-( ABR). Esta prucba se realiza en hatos no en in-
dividuos, csto es, cuando se junta la leche de 5 a 12 vacas,

Nawuraleza de la Prucha.—Es necesaria In presencia de crema, Al agre-
war el antigeno coloreado especial para esta prucba, las aglutininas de .+ le-
che, especificas para owcela, aglutinan las células de brucela, de tal ma.era
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que cuando al subir fa crema como esti compuesta de gan niimero de glo
bulos de grasa, arrastra hacia arriba las células colorcadas, apareciendo enc:
ma de la muestra de leche como un anillo color phrpura azulado. Si la mucs-
tra de la leche no contience aglutininas para brucela, ¢l antigeno sc agluting
permaneciendo en la porcién descremada de la leche.

Asslamiento de brucela de los drganos.-- Se logra haciendo un frotis di-
rectamente sobre  la superficie  medio de agar salido. El espevimen deue
flamearse, seccionarse v Ia superfice recién cortada triturarse antes de hacer
cf frotis en la superfive del medio. Algunas placas se incuban en €O, y se
examinan durante 3 o 7 dias, ya quc la bruccla crece lentamente.

Entre otras pruchas de duagnistica tenemos cultives de sangre, fijacidn
de complemento con material de placenta, examen bacteriolégico de materia-
les sospechosos, examen microsdpuo empleando colorante Koster o sus mo-
dificaciones. Con este método las brucelas se tinen de rojo e¢n contraste con
el fondo que o5 azul violeta. Los bacilos que se pueden encontrar en un frotis
de placenta, son dnicamente brucela y mycobacterium tuberculoso que se tifien

de rajo. La coloracion se hace de b siguiente tonmy:

El frotis se seuay se figa sobre una flama, enscguids se cubre la prepa-
racién con una mezchy de S partes de solucion normal de KOH y 2 partes de
una solucion saturada de safranina durante 1 min. se lava; se cubre durante
10—20 seg. con una soludidn de HL50, al 19 lavar bien. Se¢ usa como co-
lorante de contraste und solucion de azul de metileno fenicado durante 2 o
3 seg.



VII.~TRABAJOS EFECTUADOS Y CONCLUSIONES.

Los trabajos llevados a cabo en los tres primeros capitulos fucron con
el objcto de prepararme para 2 obtencion del antigeno; en primer lugar,
identifiqué el microorganisimo cfectuando prucbas con cultivos conocidos de
brucela abortus, obtcrvé sus caracteristicas, propicdades, virulencia, etc. Una
vez hecho ésto, procedi a diferenciac las tres especies de brucela efectuando
pruchas bioquimicas y serolGgicas; de ellas la mejor para establecer csa dife-
renciacidn no solo entre las tres especies de brucela sino también entre otrus
organismos que poseen fracciones antigénicas homdlogas, es 12 prucba de aglu-
tnacidn con sueros monocspecificos. La preparacion de estos sucros la efec
tué despuds de haber hacho e estudio de las diferentes fases de la disoca-
con ya que fué necesario seleccionar colonias en fase lisa. Inoc i ¢ tres cone-
jos por la vena auricular; dos de cllos dicron ef titulo requerido a Ia semana
de haber sido inyectados, ol tercero fué nevesario aplicarle una segunda in-
vecadn. Prepard emulsiones de cepas aisladus. procurando que siempre tu-
vieran la misma concentracion, delerminada en un ncfeldmetro. Utilicé sue-
ros estandar abortus y melitenses, diluidos al 50%¢ con sucro fisiologico. En
un tubo coloqué 1.4 ce. de suero ¥ .9 ¢c. de la emulsidn de la cepa por iden-
tificar. La prucha la hice por dupiicado para poner en contacto los gérmenes
¢on cada sucro. Con la cepa de brucels melitensis desaparecicron las agluti-
ninas del suero homédlogo dejando casi integras las de abortus, esto significa
que fijé las aglutininas homologas y parcialmente las heterblogas. Las espe-
cies abortus y suis absorven totalmente las homoélogas dejando casi integrus

~

las heterélogas.
Al efectuar la prucha de requerimiento de CO;, observé que la brucela

abortus puede legar a desarrollar en atmésfera normal, es decir, que con «l
tiempo picrde ésta propiedad.

El esiudio de la disociacion de las tres especies de brucela lo hice pii-
mero con cepas puras ya identificadas con el cbjeto de ir conotiendo y estu
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duando las diferentes fases de ada especie. Del conocimiento ¢ jaentificaciin
de estas vaticdades, depende una correcta preparacion del antigeno, ya que
es necesario efectuar previamente una scie.cion Je colonias lisas que son ias
cmpleadas cn esta ‘prcpamei()n. La scleccion se hace siempre en fas mismas
condiciones de¢ iluminacion, aumento del microscopio, con ¢l dngulo de luz
reflcjada de 197, ete., todo osto con objeto de evitar errores al variar alguna
de ostas condiciones.

Las cepas utilizadas en la preparacion del antigeno son las siguientes:
LHIY 3-24, 1119325 1119:3-32, que me fucron propor wnadas cn ef Inst
twto de Investigaciones Pecuarias de Palo Alto, obteniendo con todas ellas
resultados satisfaciorios. La sclewion de colonias y su resiembra se. efectda
periodicamente con objcto de evitar su disociacion. La siembra se hace en un
medio sélido. Los mudios de agar-papa y tripticasa-soya o Albimi son exce-
lentes para este objeto. Observé que los cultivos que dejaba en Ta incubadora
mis de 4 dias o también 2 L temperatura del cuarto, se disoctaban con faci
lidad, Despuds de observar o cultives en diferentes condiciones la mejor
forma de evitar la disociacion o5 conservarlos 4 dias en la incubadora y des-
pués en ol rcfr}gcr.xdur. El medio de cultivo lo preparaba -4 o 5 dias antes
pues siose utitiza demasiado fresco se desprende y oo agua de condensacion
ocasiona fa disociacion det cultivo. Para lograr una ripida disociacion empleé
medios Hquidos de preferenoa < caldo triptoras De ahi pasé a placas de
agac-triptosa o de agar-papa. sembrando o cestiias y procurande que en un
Jado de fa placa estuvicran juntas y en otro separadas con ¢l fin de observae
¢l crecimicito en una sona densamente poblada y lis colonias aisladas, y las
variaciones que ocurren en color y tamaiio wiando crecen puras o junto dor
otras especies difereates, Una prucha ripida para observar las colonias va
riantes es la de la acriflaving, y tanto ésta como Iy de fa solucion acuosz de
cristal violeta fucron las que mis utilicé en mi estudio.

Con objeto de observar fas lesiones producidas en los cuyes, hice ino-
culaciones con cepas altamente virtulentas y de baja virulencia. Hice cultivos
con los Organos lesionados, recuperando brucelas de las cepas altamente vi-
rulentas. Las cepas de baja viralencia producen lesiones en los cuyes, pero no
es posible recuperar las brucelas por cultivo. Las cepaz de brucela suis son
inds virulentas que las de abortus, pues fos gérmenes necesarios para produ-
cir infeccidn son en menor nlmero sise taata de la primera, y ademds ol
servé que el paso de la forma lisa a lisa intermedia se verifica ripidamente
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3 pesar que se trate de eviiar. La disociacion en la brucela melitensis es mas
lenta que en 1a suis y abortus,

Una vez clectuade of estudio de las diferentes variedades, seleccioné co-
lonias lisas. La sicmbra la hice en varios medios de cultivo tales como agar hi-
gado, agar soya tripticass, agar glicerinado glucosado, agar papa, y otro subs-
tituyendo la papa por camote, éste altimo sin resultados satisfactorios. Con el
que obtuve mejores resultados ¢s el de agar papa. La concentracidn de la sus
pension de gérmenes para hacer 1z sicmbra 12 determiné con un nefelémetrs,
A pesar que of m&odo recomienda que of liquido sobrante al hacer la siembia
s climine hagta que ¢ haga Ly recoleccion, la hice inmediatamente después de-
haber banado la supetficic del medio, logrande de esta manera un mejor ren-
diniento, ya que el mismio liquido al evaporarse hacia que el crecimiento sc es-
curriera. pordiéndose parte de ¢ al eliminarse mas tarde ol liquido.

Las contaminaciones mis frecuentes fueron cocos gram positives y en otras
ocasiones hongos.

Los lotes preparados fucton 8; i el 1o, obtuve un rendimicnto bajo pues de 100
botelias sembradas climiné 25, De las 75 restantes obtuve 15 . de pasta o sea
un promedio de 2 g por botella. Con el siguiente lote obtuve un rendimiento
hgeramente mis alto, deshedhie 20 botellas de 100 sembradas obteniendo 16 2.
de pasta y 228 . de antigeno. Bl bajo rendimiento lo atribui al empleo del
medio de cultivo demasiado fresco, ya que el agua de condensacion hacia que
ol crecimiento resbalara y que ol medio se desprendiera, De los tres siguientes
lotes. solo climiné 3 botellas por contaminacion; obtuve 495 cc. de antigeno
on un rendimiento de .7 g por botella. En los tres dltimos lotes s6lo sembre
ou barellas obteniendo 62,9 g. de pasta y 500 cc. de antigeno.

En cada lote cfectué un vontrol de pureza, esterilidad y sensibilidad. Este
altimo control lo hice empleando antigeno estandar y 15 sueros le titulo co-
nocido con objeto de estandarizar el antigeno de cada lote.

Los sucros estandar utilizados son las siguientes:
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1/25 1,5 1,100 1/200

1 4 -} — e sospechosa
2 -+ - — - sosp.
3 4 - - — SOSp.
4 1 -} — — SOSp.
b _‘.. -‘. s — SOsp,
6 -‘” -1 — e sosp.
7 1- + 3y - positiva
8 4 1 — -— sosp.
9 -+ —_ - - negativa
10 +4- 4 w— - 50sp.
1 - —— - —_ negativa
12 -{- (- 1 -~ sosp.
13 + I — e s05p.
14 4 -} I — sosp.
1% -+ — —_ negativa

Todos los lotes dicron la sensibilidad deseada, excepto uno que se congelo.
La cstandarizacidn del antigeno para la prucba del anillo en leche la efectué
con muestras de leche de diferentes titulos positivos y antigeno estandar. El
antigeno coloreado con hematoxilina facilita Ia lectura de la prucba pero su
preparacion es dificil y su estabilidad es menor que 1a de los colorantes vitales.
Los antigenos voloreados con difenil v trifenil tetrazolio son de ficil prepara
cién y por dar el anillo mis obscuro se preficre ¢l primero. Contirmaré el ve-
lor prictico de esta prucba y su sensibilidad, observando que no existe relacién
alguna entre esta prucba y L aglutinacidn del sucro licteo, pero si en la mavot

parte de los casos hay relacion entre esta prucba y la aglutinacién del suero
hemitico.

Las pruebas en placa se hacen directamente en leches dcidas, homogeniza-
das y descremadas o directamente en la crema utilizando el antigeno coloreado
con hematoxilina. Observé que hay variacién en la prucba de seroaglutinacién
cuando ¢l animal inicia o termina su periodo de lactaacia.

La prucba del anillo en leche de cabra se efectGa de la misma manera va
riando Gnicamente el periodo de incubacién que en la leche de vaca es de hora
y media a 6 a 12 hrs. en la de cabra.

Para ¢l diagnistico de la brucelos’s en humanos la prueba mis segura Ia
constituye ¢l hemocultivo convinado con la inoculacién al cuy, sin embargo la
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For b Fiiia oo . P . .
prucizar do Fgaadn de Superfivic de! Dr Ru'z Castaiieda tiene la ventaja de
dar un sesultado en mienos de 1 mineto, sirviendo como una base para prue

has posteriores. Comprobé la ventaja de practicar ¢l hemocultive en el medi

mto de Ruiz Castaiteds, efectuindolo al mismo tiempo con los medios por
separado ahorranda con el primero tiempo y manipulaciones.

Respato al diagndstico de la brucclosis cn los animales la prueba ripida

de aglutinacion en placa sigue siendo la mis usada, aunqgue €N Casos de duda
se efextiia la prucha lenta en tubo.

Efectué 1000 prucbas en sucros de bovinos y suinos provenientes de es.
tablos situados e diferentes partes de México; Comprobé en esta forma que
la infocdion se encuentra muy extendida, sin embargo poco se puede hacer pa-
ra la erradicacion de esta enfermedad ya que las medidas que debicran tomar-
s¢ tales como ol sacrificio de los animales infectados y ol sancaminto del lugar,
no cstan al alcance de los panaderos de auestro pais, pues la mayoria cuenta
con un namero reducido de animales, debido a esto se han tomado otras me-
didas como son el tratamiento adecuado por ¢l calor de la leche y de los pro-

ductos licteos, con cl propdsito de evitar T trasmision de osta enfermedad al
hombre,

—45— : ‘ o



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Vo-Buchanan P.H.D. General Systematic Bacteriology. Williams & Wilkius
Co. Baltimore. 1925,

te

~=Birch RR. and Gilman HL. 1a enferncdad de Bang en los Bovinos.
Seric Agraultura No 120, Washington. D.C. 1937,

w

e Campbell ML Bangs Discase Infections Abortion Bull, No. 182,

4--Eichorn A, and Crawford A B Brucclosis Vacuna, Ofic. de Coop. Agric.
Washingion D.C. Traduc, por ol Dr. Martinez y Ciceres de la Sece. de
Ind. Animal del Minist. de Agric de Cuba,

v Graham K. and Tunachiff A Infatious Abortion in Swine. Cire. Na.
274, Urbana, I 1927,

6.~~Graham R, and Thorp F. Answers to Qucestions Regarding Bovine Ia.
fectious Abortion. Cire. No. 360, University of UL 1930,

~q

errahiam R, Brucellosis in Swine. Cire, No. 135, Urbana, I 1943,

8.~ CGraham R, and Sampson . B cllosis of Catlle Clee. No. 54, Unives
sity of fil. 1943

9.—Hayes F.M. Trad. por ol Mé&d. Vet Fernindez E. EL Aborto infeccloso cn
las Vacas. Sria. de Apric. y Fom. Dir. do Ganad. 1918,

10.—Hayes M.F. Bang's Discase (Infectious Abortion). Circ. No. 4. Univ.
of Califormfia. 1930,

11.—Huddleson . The Diagnostic of "Brucella Infection in Animals and Men
bye Rapid Macrosopic Agglutinattion. Tech. Bull. No. 123. 1932,

12.~—Huddleson, Scales, Surenson. Studies in Brucella Infections Tech, Bull.
No. 1-i9. Mich. State Coll. 1936.

13.~Hall Wendell. La Brucelosis Humana. Esc. de Med., Univ. of Minn. 1952,
14.~—Joint Fao/Who. Expert Panel on Bruccllosis. Report on the First Ses-

sion. Rome, Italy. 1951,

—47 -



15.~Joint Fao, Who. Expcert C ommiitice on Brucellosis. Secend Report. Rome
laly, 1933

i7.—~Murray EG.D., thtches PAL Packer 1AL Bergey's Manuel of Detey.
minative Baceriology. Witliams, Wilkins Co. Baltunore. 1948,

18.—Kaight Veraon. Chemotherepy of Bruccllosss New York Acd. 1950,
19.Merchat. 1AL Baderiolog and Visalogy, tows Stare Coll. Press, 1910,

20.-Rich ¥F. A, Concerning lofcitions Abortion Unv, of Vermont and State
Agtec. Coll. Ball Ne 31 1923

2t ~-Rodriguez Allente Fo Tesn Mad Ve vy Zootee. Reacoion Opsonoﬁto.
grifica e o Duagndstioo do la Brinelows Bovioa, su interpretacion con
Ia Reaceton de Aglatinsodn Ripada e Huddleson 1950,

22 --Welchi H. Bang's Discase {{nfantous Abortion of Catlle) Ciee. No. 15y,
1940,

23~ Zorayz } Broceily Infovooes o Méxno. Inst. de Hhipene, P«)p{)!h‘ M,
A-Prinees Reundn Interamcorwana Je la Broocloses Hosp. Gen. 1948,

29 ~Bricellosis in Cathes, a Hogs m o poople Agac Fxto lowa State Coll
1930,





