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La leche de abasto de la ciudad de Azul, Argentina, fue 
sometida a prueba serológzca y a examen bacteriológico. La 
gran mayoria de las muestras compuestas de leche, procedentes 
de S7 establecimientos lecheros, dieron resultados positivos a 
la prueba de anillo. Se aisló Brucella abortus de 14 (41%) 
de las S4 muestras de leche cuyo examen bacteriológico se 
pudo completar. Xe destaca que, tm las pruebas de tipi$ca- 
ción de las 14 cepas, se hallaron dos biotipos (1 y 4) de Br. 
abortus. 

En la ciudad de Azul, Argentina, la leche 
se vende sin pasteurizar, al igual que en 
otras pequeñas ciudades argentinas. El ob- 
jeto de esta investigación fue averiguar si 
dicha leche contenía brucelas y, en caso 
afirmativo, identificar la especie y biotipo de 
las cepas aisladas. 

Materiales y métodos 

Con la colaboración de la Oficina de 
Inspección Veterinaria, de la Intendencia de 
la ciudad de Azul, se recogieron de los tarros 
de los repartidores muestras de leche 
procedente de 37 establecimientos lecheros, 
a los que pertenecen la gran mayoría de las 
vacadas de que se abastece la ciudad de 
Azul. De cinco de estos establecimientos se 
obtuvieron muestras en dos ocasiones 
(señaladas en los Cuadros con las letras a y 
b), y de los restantes, una sola vez. 

Cada muestra constaba de 120 ml de 
leche, recogida con un cucharón que se 
lavaba, secaba y flameaba antes de intro- 
ducirlo en cada tarro. 

De cada muestra, se separaron 2 ml de 
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leche entera para hacer la prueba de anillo 
con antígeno teñido con hematoxilina, según 
la técnica del Departamento de Agricultura 
de los Estados Unidos de América (1). El 
resto de la muestra se centrifugó a 2.000 
rpm durante dos horas y media. Se des- 
cartó la mayor parte de la capa intermedia 
de la cual se dejó unos 10 ml, que se mez- 
claron con la crema y el sedimento. 

De esta mezcla de cada muestra se 
inocularon 2 ml, por vía intramuscular, a 
cada uno de dos cobayos, que pesaban de 450 
a 500 g. A los dos meses de esta inoculación, 
los cobayos fueron sacrificados por insufla- 
ción intracardíaca de aire, después de tomar 
una muestra de sangre de cada uno para la 
prueba de aglutinación. De cada cobayo 
sacrificado se retiraron asépticamente los 
ganglios inguinales, los sublumbares y el 
bazo, que se trituraron en un mortero, y el 
producto fmal se sembró en cajas de Petri 
con agar-Brucella (Albimi), que contenía 
cristal violeta al 1: 700.000. 

Las cajas de Petri sembradas, se incubaron 
a 37°C durante siete días, en una atmósfera 
reforzada con un 10% de COZ. Se seleccio- 
naron colonias típicas de Brucella, las que 
fueron repicadas y los cultivos se identifi- 
caron por los métodos usuales: examen 
microscópico de preparaciones teñidas con 
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CUADRO 1 -Prueba de anillo y examen bacteriológico 
(por inoculación o cobayos) de muestras de leche de 
abasto, Azul, Provincia ,de Buenos Aires, Argentino, 1961. 
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Los cultivos que mostraban las carac- 
terfsticas del género Brucellu se tipificaron 
por los métodos bioquímicos y serológicos 
convencionales (2). La prueba de ureasa se 
hizo por el método de Stuart y colabora- 
dores (3). Para la tipificación serológica se 
usaron sueros monoespecíficos elaborados 
según la técnica de Jones (4). La suscepti- 
bilidad a la actividad del fago se determino 
con una preparación del fago Tbilisi (Tb), 
a una dosis de prueba de rutina (DPR), de 
acuerdo con el procedimiento de Morgan 
(6). Todas las pruebas se hicieron en com- 
paración con las cepas de referencia de 
FAO/OMS (2). 

Las cepas que se comportaban en forma 
distinta en la prueba serológica que en las 
demás pruebas, se remitieron a la Dra. 
Margaret E. Meyer (Davis, California), 
para el estudio de su metabolismo oxidativo 
(6, 7). 

Además, las cepas se sometieron a pruebas 
de sensibilidad al azul de tionina, a la 
concentración de 1:500.000, y a 5 y 10 
unidades de penicilina por 1 ml de medio de 
cultivo (agar Albimi) (8). 

Resultados 

Los resultados de la prueba de anillo y 
del examen bacteriológico se resumen en el 
Cuadro 1. Como se puede apreciar, 37 (88 %) 
muestras de leche de las 42 examinadas por 
la prueba de anillo, dieron resultado posi- 
tivo. Las muestras de 33 (89 %) estableci- 
mientos resultaron positivas, y s610 las de 
cuatro dieron resultado negativo. 

De los 84 cobayos inoculados con las 42 
muestras de leche, ll murieron de enferme- 
dades intercurrentes en la primera semana 
a contar de la inoculación. Se perdieron de 
esta manera los dos cobayos de cuatro mues- 
tras (2, 13b, 19 y 34) y un cobayo de cada 
una de tres muestras (22, 23 y 28). 

A 72 muestras de suero de los cobayos se 
les hizo la prueba de aglutinación, y en 20 
de ellas se hallaron títulos de 1: 25 a 1:400. 
En el grupo de los 20 cobayos reaccionantes, 
es interesante notar que 14 corresponden a 
siete muestras de leche, es decir que ambos 
cobayos inoculados dieron respuesta sero- 
lógica, mientras seis corresponden a otras 
tantas muestras de leche, habiendo uno de 
los dos animales acusado título agluti- 
nante. 

Como muestra el Cuadro 1, se aisl6 
Brucella de las muestras de leche de 14 
(41%) establecimientos de los 34 cuyo 
examen bacteriológico pudo completarse. 
De los 30 establecimientos con muestras 
positivas a la prueba de anillo y cuyo exa- 
men bacteriológico se completó, se aisló 
B~~cella en el 46,7 % de los casos. 

Los resultados de las pruebas bioquímicas 
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CUADRO 2 - Resultados de la tipificación de 14 cepas de BrucelIa, aisladas de leche, Azul, Provincia de Buenos Aires, 
Argentina, 1961. 
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y de las de susceptibilidad a fagolisis 
(Cuadro 2) de las 14 cepas aisladas, con- 
cuerdan con las características de Br. 
abortus. Como con otras cepas de Br. 
abortus aisladas en la Argentina, se pudo 
comprobar que éstas producen más SH, 
y ureasa que la cepa de referencia Br. 
abortus 544. El examen con sueros mono- 
específicos permitió distinguir entre las 14 
cepas estudiadas, dos biotipos de Br. abortus. 
Como se puede apreciar por el Cuadro 2, 12 
cepas sólo aglutinaron con el suero A 
(abortus), y dos (3b y 23), sólo con el suero 
M (rnelitensis). De acuerdo con la nomen- 
clatura propuesta por el Subcomité de 
Taxonomía del género Brucella (9), se 
clasifkaron como Br. abortus, biotipo 1 las 
12 cepas (con caracteres bioqufmicos y 
serológicos de Br. abortus). En cambio, las 
dos cepas (3b y 23), cuyos caracteres 
bioquímicos son de Br. abortus y los sero- 

lógicos de Br. melitensis, se clasificaron como 
Br. abortus, biotipo 4. 

Los resultados de las pruebas de meta- 
bolismo oxidativo a cargo de la Dra. Meyer, 
de las cepas 3b y 23, dieron tasa de oxidación 
(QOZN), sobre substratos de aminoácidos e 
hidratos de carbono, de la magnitud carac- 
terística de Br. ubortus (Cuadro 2). 

Ninguna de las 14 cepas fue inhibida por 
azul de tionina o por penicilina a la con- 
centración examinada, y se comportaron a 
este respecto como otras cepas de campo de 
Br. ubortus. 

Discusión 

Como en otras partes de la Argentina (10, 
II), la tasa de reacciones positivas a la 
prueba de anillo, de la leche de abasto de la 
ciudad de Azul, resultó muy alta (89 % de 
los establecimientos con muestras positivas). 
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Esta sit,uacibn no at)añe tan sólo a la Ar- 
gentina, sino que también ocurre en muchas 
zonas lecheras de otros países. Donde hay un 
activo control de la brucelosis bovina, la 
prueba de anillo sirve el principal propósito 
de descubrir las vacadas infectadas para 
someterlas a medidas de saneamiento. En la 
situación presente de gran parte de América 
del Sur, la finalidad mayor de esta prueba 
está limitada por ahora a revelar el grado de 
difusión de la infección mediante encuestas 
epizootiológicas. 

Un grupo de investigadores ingleses (12) 
estudió, en más de 22.000 muestras de leche, 
la relación entre los resultados de la prueba 
de anillo y los de la prueba biológica, y con- 
cluyó que ~610 en un cuarto (23,3%) poco 

más o menos de las muestras positivas a la 
primera se aisla Brucella por inoculación a 
cobayos. En el presente estudio-aunque de 
alcance mucho menor-la tasa de aislamien- 
to fue el doble de la obtenida por dicho 
grupo (46,7%). La razón principal de esta 
diferencia-aparte del tamaño de la mues- 
tra-es la mayor prevalencia de brucelosis en 
las vacadas de la comarca estudiada por 
nosotros. 

Los resultados contenidos en el Cuadro 1 
indican que la repetición de los exámenes 
bacteriológicos de muestras sucesivas de 
leche, influye en el número de aislamientos. 
Tal fue el caso de dos establecimientos (3 
y 7). El número de cobayos inoculados por 
muestra es también importante para aislar 
la bacteria que se busca. En seis de las 14 
muestras de leche, cuya prueba biológica 
respectiva resultó positiva, ~610 uno de los 
dos cobayos contrajo la infección. Es 
probable que esto se deba al escaso número 
de brucelas en algunas muestras compuestas 
de leche. Es de suponer que al aumentar el 
número de cobayos por muestra, aumente 
también la probabilidad de aislar el micro- 
organismo específico. 

Es de importancia epidemiológica el 

conocer la frecuencia de infecciones causadas 
por cada uno de los diferentes biotipos de 
cada especie de Brucella, en los distintos 
países y regiones. Hasta ahora no tenemos 
noticia de estudios al respecto hechos en 
América Latina. Por esta razón conviene 
señalar que los resultados de la tipificación 
llevada a cabo en nuestro estudio demuestran 
que, por lo menos, hay dos biotipos (1 y 4) 
de Br. abortus en la comarca de Azul. 

Desde el punto de vista de salud pública, 
cabe señalar que, en Am&ica Latina, el con- 
sumidor suele hervir la leche, pero las cremas, 
mantecas y quesillos caseros, pueden ser una 
fuente de infección de brucelosis. 

Resumen 

Se hizo la prueba de anillo y el examen 
bacteriológico por inoculación a cobayos de 
muestras compuestas de leche procedentes 
de 37 vacadas que proveen a la ciudad de 
Azul, Provincia de Buenos Aires. Las mues- 
tras de 33 (89%) establecimientos lecheros 
resultaron positivas a la prueba de anillo. 
Se pudo completar el examen bacteriológico 
de las muestras de leche de 34 rebaños, 
y de ellas se aisló Brucellu de 14 (41%). La 
tipificación por las pruebas bioquímicas, 
serológicas y de susceptibilidad al fago 
Tbilisi (Tb), hechos de las 14 cepas aisladas, 
permitieron identificar 12 como Br. abortus, 
biotipo 1, y dos, como Br. abortus, biotipo 4. 
Se hizo la prueba de metabolismo oxidativo 
de las cepas del biotipo 4 para confirmar la 
identidad de especie. q 
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Brucellosis Tests of Herd Milk Samples in Azul, Argentina (Summary) 

Herd milk samples of 37 dairy farms that sup- 34 dairies, and from 14 (41 lig> Brucella organisms 
ply milk to the City of Azul, Buenos Aires Prov- were isolated. According to the typing results of 
ince, Argentina, were tested by the brucellosis the biochemical, serological, and phage tests of 
ring test (BRT), and bacteriologically through the 14 strains, 12 were identified as Br. abortus, 
guinea-pig inoculation. The samples of 33 (89%) biotype 1, and two as Br. abortus, biotype 4. 
herds were BRT positive. The bacteriologic Species identification of the two biotype 4 strains 
examination was completed on milk samples of was confirmed by the oxidative metabolic tests. 

Pesquisa sôbre a Presenqa de Brucela no Leite Distribuído na Cidade 
de Azul, Argentina (Resumo) 

Foi realizado a prova de anel e o exame bac- Brmcela de 14 (41 yo). A tipifica@0 pelas provas 
teriológico por inocula@0 em cobaios de amostras bioquímicas, sorológicas e de susceitibilidade ao 
compostas de leite procedente de 37 granjas que fago Tbilisi (Tb), feitas das 14 cepas isoladas, 
abastecem a cidade de Azul, província de Buenos permitiram identiíicar 12 como Br. abortus, 
Aires. As amostras de 33 (89%) estabelecimentos biotipo 1, e duas como Br. abortus, biotipo 4. 
leiteiros revelaram-se positivas à prova de anel. Foi feita a prova de metabolismo oxidativo 
Foi possível completar o exame bacteriológico das cepas do biotipo 4 para confirmar a identi- 
das amostras de leite de 34 rebanhos e isolar dade da espécie. 


