INVESTIGACION SOBRE LA PRESENCIA DE BRUCELLA EN LA
LECHE DE ABASTO DE LA CIUDAD DE AZUL, ARGENTINA

Dres. Boris Szyfres' y Antonino Durdn?

La leche de abasto de la ciudad de Azul, Argentina, fue
sometida o prueba serolégica y a examen bacterioldgico. La
gran mayorie de las muestras compuestas de leche, procedentes
de 87 establecimientos lecheros, dieron resullados positivos a
la prueba de anillo. Se aislé Brucella abortus de 14 (41 %)
de las 84 muestras de leche cuyo examen bacteriolégico se
pudo completar. Se destaca que, en las pruebas de tipifica-
cion de las 14 cepas, se hallaron dos biotipos (I y 4) de Br.

abortus.

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

Materiales y métodos

Con la colaboracién de la Oficing de
Inspeccién 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 mayoria de las
vacadas de que se abastece la ciudad de
Azul. De cinco de estos establecimientos se
obtuvieron muestras en dos ocasiones
(sefialadas en los Cuadros con las letras a y
b), v de los restantes, una sola vez.

Cada muestra constaba de 120 ml de
leche, recogida con un cucharén 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 antigeno tefiido con hematoxilina, segtn
la técnica del Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos de América (7). El
resto de la muestra se centrifugd a 2.000
rpm durante dos horas y media. Se des-
carté la mayor parte de la capa intermedia
de la cual se dejé unos 10 ml, que se mez-
claron con la crema y el sedimento.

De esta mezela de cada muestra se
inocularon 2 ml, por via intramuscular, a
cada uno de dos cobayos, que pesaban de 450
a 500 g. A los dos meses de esta inoculacién,
los cobayos fueron sacrificados por insufla-
cién intracardiaca de aire, después de tomar
una muestra de sangre de cada uno para la
prueba de aglutinacién. De cada cobayo
sacrificado se retiraron asépticamente los
ganglios inguinales, los sublumbares y el
bazo, que se trituraron en un mortero, y el
producto final se sembré en cajas de Petri
con agar-Brucella (Albimi), que contenia
cristal violeta al 1:700.000.

Las cajas de Petri sembradas, se incubaron
a 37°C durante siete dias, en una atmésfera
reforzada con un 10% de CO,. Se seleccio-
naron colonias tipicas de Brucella, las que
fueron repicadas y los cultivos se identifi-
caron por los métodos usuales: examen
microseépico de preparaciones tefiidas con
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CUADRO 1—Prueba de anillo y examen bacteriolégico
(por inoculacién a cobayos) de muestras de leche de
abasto, Azul, Provincia .de Buenos Aires, Argenting, 1961.

def et Pryhe | B |ty dl Poghe | e
No. anillo l6gico ||miento No. | anillo 14gico
1 + - 18 + -
9 + ®E 19 4 ®k
3 |+ - 20 + -
e |+ |+ 21 + |+
4 + |+ 22¢ | + -
5 + | + 23+ | + | +
6 + |+ 24 + |+
™ |+ - 25" + -
™ - + 25" + -
8 + - 26 + -
9 + - 27 + -
10 - - 28* + -
1 + + 29 + -
12 + + 30 - -
13+ + - 31 + +
180 | 4 | 32 + | +
14 + - 33 - -
14» + - 34 + o
15 + - 35 + -
16 + - 36 + +
17 + + 37 - -
-+, positiva.
—, negativa.

& y b dos muestras del mismo establecimiento.
* Murié uno de los dos cobayos a los pocos dias de la
inoculacién.

** No se hizo porque los dos cobayos de la muestra mu-
rieron en la primera semana de la inoculacién.

Gram, aglutinacién con suero especifico,
prueba de movilidad y comportamiento
frente a hidratos de carbono.

Los cultivos que mostraban las carac-
teristicas del género Brucella se tipificaron
por los métodos bioquimicos y serolégicos
convencionales (2). La prueba de ureasa se
hizo por el método de Stuart y colabora-
dores (3). Para la tipificacién seroldgica se
usaron sueros monoespecificos elaborados
seglin la téenica de Jones (4). La suscepti-
bilidad a la actividad del fago se determiné
con una preparacién del fago Thilisi (Th),
a una dosis de prueba de rutina (pPr), de
acuerdo con el procedimiento de Morgan
(6). Todas las pruebas se hicieron en com-
paracién con las cepas de referencia de
FAO/0MS (2).

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

Ademis, las cepas se sometieron a pruebas
de sensibilidad al azul de tionina, a la
concentracién 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 bacteriolégico 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, v sélo las de
cuatro dieron resultado negativo.

De los 84 cobayos inoculados con las 42
muestras de leche, 11 murieron de enferme-
dades intercurrentes en la primera semana
a contar de la inoculacién. 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 aglutinacién, y en 20
de ellas se hallaron titulos 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-
l6gica, mientras seis corresponden a otras
tantas muestras de leche, habiendo uno de
los dos animales acusado titulo agluti-
nante.

Como muestra el Cuadro 1, se aislé
Brucells de las muestras de leche de 14
(41 %) establecimientos de los 34 cuyo
examen bacteriolégico pudo completarse.
De los 30 establecimientos con muestras
positivas a la prueba de anillo y cuyo exa-
men bacteriolégico se complets, se aislé
Brucelle en el 46,7% de los casos.

Los resultados de las pruebas bioquimicas
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CUADRO 2 — Resultados de fa tipificacién de 14 cepas de Brucelly, aisladas de leche, Azul, Provincia de Buenos Aires,

Argenting, 1941.

tg.?:lt‘;?gst;‘:- Prueb&k Ag?}?&z;col; " Tasas de qxiv:l‘agién (QO:N) sobre substratos de
R ticos ureasa Lisis | DODOEspe- amino4cidos e hidratos de carbono
Requeri- Produc- con fago cificos
Cepas miento cién Th. wma
CO: SH2 * BPR B B el
" . . |By. -
1;‘:1‘;' nTilx?; 5m | 15m A M || Cepa substrato | 3b | 23 abg;ius 3’1'3'?6” :fgﬁs
3b + + — 2 dias - + + - -+ D-alanins 201 207 147 165 250
4 + + - “ - + -+ + - L-alanina 160 (198 113 30 198
5 + + - ¢ - + + + - Leglutamaro (117 |163 | 290 17 412
6 + + — “ - + + + — || L-asparagina |127 |177 | 151 8 222
b + + - ¢ - | + + + — || DL-ornitina |22 | 0 50 123 19
11 + + — <« —_ + + + - DL-cilutrina 5 0 40 99 4
12 + + - “ - + -+ + — L-lisina w| 0 22 66 10
17 -+ + - “ -1 + + + — || L-arginina 9] 0 17 50 8
21 + + - “ — -+ + + - L-arabinosa 121 |345 | 189 210 (]
23 + + - “ - + + - + || D-galactosa 170 (367 | 175 115 Q
24 + + - “ - + + + - D-ribosa 227 |310 | 348 342 30
31 + + | - « - + + + | -
32 =+ + - “ - -+ + + — || Las pruebas metabélicas de las cepas 3b y 23 estu-
36 + + - «“ - | + + + - vieron & cargo de la Dra. M. E. Meyer (Davis,
Br, abortus Calif.).
544 + -+ — 1dia - - -+ -+ - Las tasas oxidativas de 1as cepas de referencia se
Br. melitensis| dan g titulo de comparacion, de acuerdo con el
16M - + + — - + + trabajo de Meyer y Cameron (7).
Br. suis
1330 - - 8 dias + 1+ - + -
Abreviaturas:
m: minutos.

DPR: dosis de prueba de rutina.
* Apgar-papa con papel de acetato.
** Método rdpido de Stuart y colaboradores. (3).

v de las de susceptibilidad a fagolisis
(Cuadro 2) de las 14 cepas aisladas, con-
cuerdan con las caracteristicas de Br.
abortus. Como con otras cepas de Br.
abortus aisladas en la Argentina, se pudo
comprobar que éstas producen méas SH;
v ureasa que la cepa de referencia Br.
abortus 544. El examen con sueros mono-
especificos permitié distinguir entre las 14
cepas estudiadas, dos biotipos de Br. abortus.
Como se puede apreciar por el Cuadro 2, 12
cepas s6lo aglutinaron con el suero A
(abortus), y dos (8b y 23), sélo con el suero
M (melitensis). De acuerdo con la nomen-
clatura propuesta por el Subcomité de
Taxonomia del género Brucella (9), se
clasificaron como Br. abortus, biotipo 1 las
12 cepas (con caracteres bioquimicos y
seroldgicos de Br. abortus). En cambio, las
dos cepas (8b y 23), cuyos caracteres
bioquimicos son de Br. abortus y los sero-

16gicos 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 oxidacién
(QO:N), sobre substratos de aminodcidos e
hidratos de carbono, de la magnitud carac-
teristica de Br. abortus (Cuadro 2).

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

Discusién

Como en otras partes de la Argentina (10,
11), la tasa de reacciones positivas a la
prueba de anillo, de la leche de abasto de la
ciudad de Azul, resulté muy alta (89% de
los establecimientos con muestras positivas).
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Esta situacién no atafie tan sélo a la Ar-
gentina, sino que también ocurre en muchas
zonas lecheras de otros pafses. Donde hay un
activo control de la brucelosis bovina, la
prueba de anillo sirve el principal propésito
de descubrir las vacadas infectadas para
someterlas a medidas de saneamiento. En la
situacién presente de gran parte de América
del Sur, la finalidad mayor de esta prueba
esté limitada por ahora a revelar el grado de
difusién de la infeccién mediante encuestas
epizootioldgicas.

Un grupo de investigadores ingleses (12)
estudié, en més de 22.000 muestras de leche,
1a relacién entre los resultados de la prueba
de anillo y los de la prueba biolégica, y con-
cluyé que sdélo en un cuarto (23,3 %) poco
més o menos de las muestras positivas a la
primera se afsla Brucelle por inoculacién a
cobayos. En el presente estudio—aungue de
alecance mucho menor—Ia tasa de aislamien-
to fue el doble de la obtenida por dicho
grupo (46,7%). La razén principal de esta
diferencia—aparte del tamafio 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 repeticién de los exdmenes
bacteriolégicos de muestras sucesivas de
leche, influye en el nlimero de aislamientos.
Tal fue el caso de dos establecimientos (3
v 7). El ntimero 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 biolégica
respectiva resulté positiva, sélo uno de los
dos cobayos contrajo la infeccidn. Es
probable que esto se deba al escaso ndmero
de brucelas en algunas muestras compuestas
de leche. Es de suponer que al aumentar el
nimero de cobayos por muestra, aumente
también la probabilidad de aislar el micro-
organismo especifico.

Es de importancia epidemioldgica el

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

Desde el punto de vista de salud piblica,
cabe sefialar que, en América Latina, el con-
sumidor suele hervir la leche, pero las cremas,
mantecas y quesillos caseros, pueden ser una
fuente de infeccién de brucelosis.

Resumen

Se hizo la prueba de anillo y el examen
bacteriolégico por inoculacién 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 bacterioldgico
de las muestras de leche de 34 rebafios,
v de ellas se aislé Brucella de 14 (41 %). La
tipificacién por las pruebas biogquimieas,
serol6gicas y de susceptibilidad al fago
Thilisi (Tb), hechos de las 14 cepas aisladas,
permitieron identificar 12 como Br. abortus,
biotipo 1, v 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. O
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Brucellosis Tests of Herd Milk Samples in Azul, Argentina (Summary)

Herd milk samples of 37 dairy farms that sup-
ply milk to the city of Azul, Buenos Aires Prov-
ince, Argentina, were tested by the brucellosis
ring test (BRT), and bacteriologically through
guinea-pig inoculation. The samples of 33 (89%)
herds were BRT positive. The bacteriologic
examination was completed on milk samples of

34 dairies, and from 14 (41 %) Brucella organisms
were isolated. According to the typing results of
the biochemical, serological, and phage tests of
the 14 strains, 12 were identified as Br. abortus,
biotype 1, and two as Br. abortus, biotype 4.
Species identification of the two biotype4 strains
was confirmed by the oxidative metabolic tests.

Pesquisa s6bre a Presenca de Brucela no Leite Distribuido na Cidade
de Azul, Argentina (Resumo)

Foi realizado a prova de anel e o exame bac-
teriolégico por inoculagio em cobaios de amostras
compostas de leite procedente de 37 granjas que
abastecem a cidade de Azul, provincia de Buenos
Ajres. As amostras de 33 (89%,) estabelecimentos
leiteiros revelaram-se positivas & prova de anel.
Foi possivel completar o exame bacterioldgico
das amostras de leite de 34 rebanhos e isolar

Brucela de 14 (419%). A tipificacdo pelas provas
bioquimicas, sorolégicas e de susceitibilidade ao
fago Thilisi (Th), feitas das 14 cepas isoladas,
permitiram identificar 12 como Br. abortus,
biotipo 1, e duas como Br. abortus, biotipo 4.
Foi feita a prova de metabolismo oxidativo
das cepas do biotipe 4 para confirmar a identi-
dade da espécie.



