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Objeto del trabajo:

Teniendo en cuenta la creciente
propagacion del aborto infeccioso en
los bovinos, y el diagnostico del mis-
mo hecho siempre por la prueba de
seroaglutinacion, fué nuestro propé-
sito hacerlo igualmente de manera
bacteriolégica, por el aislamiento y
clasificacion de la Brucetia. A la vez
ver la posib’e diferencia por titulo de
aglutinacion en el suero sanguineo
de curies inoculados con una cepa
de Br. abortus (virulenta) y con la
Cepa 19 (avirulenta), y otras que en
un momento dado, pudieran prestar-
se para la identificacion de lascepas
de Br. abortus.

Movidos por este interés, lleva-
mos a cabo el presente trabajo, te-
niendo en cuenta los puntos vistos
anteriormente.

Historia:

La Brucellosis en el ganado bovino, es
una enfermedad que viene presentando-
se en Colombia desde hace varios afos,
y se ha propagado paulatinamente de la
Sabana de Bogota, donde originalmente
se diagnostico, a otras secciones del pais,
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hasta tal punto que hoy tan sélo se en-
cuentran libres de la infeccién, los de-
partamentos de Antioquia, Atlantico, Bo-
livar, Choc6, Huila y Magdalena y las
Intendencias y Comisarias, si excluimos
el Meta y el Putumayo.

Ultimamente parece igualmente haber-
se presentado un pequefio foco, en el De-
partamento de Bolivar.

Por los datos encontrados en los libros
del Instituto de Investigacion y Diag-
nostico, vemos que el primer diagnosti-
co de la enfermedad se hizo en 1928 (ju-
nio 10), (1) en el entonces Laboratorio de
Epfermedades Infecciosas, dependencia
que era de la Facultad de Veterinaria.
Este diagnodstico fué hecho por medio de
la prueba serolégica, o sea por la agluti-
nacion de Bang, sistema que se ha veni-
do empleando desde entonces. Encontra-
mos sin embargo, segun otras fuentes,
que el aislamiento y clasificacion de su
agente causal, la Brucella abortus, se ha-
bia hecho ya en el afio anterior, y al res-
pecto el Dr. José J. Escobar, (2), dice: “En
el-afio de 19?UL8e habla en Colombia, por
primera vez, de la presencia del aborto
epizootico. En el Instituto Nacional de
Higiene “Samper Martinez”, siendo su
Director el doctor César Uribe Piedra-
hita, me toca intervenir como ayudante
suyo, para hacer en Colombia, los pri-
meros cultivos de Brucella abortus o ba-
cilo de Bang, partiendo para aislarlo, de
placentas procedentes de vagas que ha-
bian abortado”.

Segun datos personales del Dr. Roberto
Plata Guerrero, (3) él aisl6 igualmente
la Brucella, en su Laboratorio “Progan!,
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en dos ocasiones, en 1944 y 1945. En
cuanto al aislamiento de la Brucella a-
bortus, en la especie animal, estos son
los Unicos datos de que disponemos. Es
posible que haya sido obtenida por otros
investigadores, pero al respecto no se co-
noce ninguna publicacion.

En la especie humana, el gérmen ha
sido aislado mediante hemocultivo, por
el Dr. Escobar (2)'sobre 260 hemoculti-
vos, en 28 de ellos y segin el mismo au-
tor, dos de esas cepas fueron de Bruce-
lla suis, siendo el primer dato que sobre
aislamiento de esta especie del género,
se-tiene en el pais.

En cuanto a casos de Brucellosis en lo
humano, tenemos entre otros los citados
por Cléves (4) que sobre 58 obreros del
Matadéro Municipal de Bogot4, examina-
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dos, encontré 18 positivos, y 5 casos mas
citados por el profesor Patifio Camargo,
(5) diagnosticos basados siempre en la
prueba de seroaglutinacion.

Con el objeto de aislar y clasificar la
Brucella abortus, se habian llevado a ca-
bo en afios anteriores algunos trabajos,
tanto en el antiguo laboratorio de Enfer-
medades Infecciosas, de la entonces Es-
cuela de Veterinaria, como en el actual
Instituto de Investigacion y Diagnostico,
dependencia de la Division Nacional de
Ganaderia, en distintas épocas y sobre
diversos materiales, de acuerdo con la
relacién expuesta a continuacion, tomada
de los libros de registro de entrada de
materiales, (6) pero siempre con resulta-
dos negativos.

\EHHD =% CUADRO |
5 [e M
Fecha de N? de N? de Clase de Procedencia Resultado
Recibo- orden  Reg. material.
Nov. 16/28" « 1 ?  Feto bovino El Salitre Negativo
Mar. 12/30 " =2 9 Sangre toro Bogota Negativo
Abr. 20/32 3 ?  Feto bovino Bogota Negatl_vo
NoVi=Z"' 28/32 "4 146 Feto bovino ? Negativo
MatM '“-i8/33nr 5 146 Feto bovino Madrid Negativo
. €9/33 ~--'6¢ 169 Mat. de un feto ? Mat. mu alte-
1. ®w, Ve rado
Nov. ' 2/33 7 608 Feto de Llama Usme Sin resultado
1934: No aparece,registrado ningun material para busqueda de Br abortus.
1935: N6 aparece registrado ningun material para bdsqueda de Br abortus.
1936: No aparece registrado ningin material para blsqueda de Br abortus.
Ags. 25/37 8 3941 Cuajar feto B. Engativa Bi de Bang?
Feb. 3/38 9 4183 Vénula sangre Fontibon Negativo
Feb.=  3/38 10 4184 Vénula sangre N? 2 Fontibon Negativo
1939: No aparece registrado ningun material para blisqueda de Br abortus.
1940: No aparece resgistrado ningun material para blUsqueda de Br abortus.
1941: No aparece registrado ningin material para busqueda de Br abortus.
May. 23/42 11 7883 Mat. purulento del Bosa Sin resultado
Utero de una vaca.
Oct. 19/43 12 255 Hueso bovino Roncesvalles Staphylococcus
1944: No aparece registrado ningun material para busqueda de Br abortus.
Enr. 24/45 13 24  Feto bovino Sopéd Negativo
Feb. 15/45 14 224 Hueso Bov. (feto) Usaquén Negativo
Mar. 10/45 15 349 Feto bovino Bogota Negativo
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Fecha de N? de N<de Clase de
recibo orden Reg. material. Procedencii  Resultado

May. 4/45 16 550 Higado ternero Suba Staph aureus

Jul. 6/45 17 799 Feto bovino Mosquera Negativo

Jul. 15/46 18 765 Visceras bovino Bogota N,egativo, otros
gérmenes.

Agt. 5/46 19 876 Hueso bovino Rosario N/egativo, otros
gérmenes.

Sep. 28/46 20 1085 Feto de oveja Soacha Negativo

Abr. 29/47 21 303 Feto bovino Chia Negativo

Jun. 27147 22 504 Feto bovino Chia Sin resultado.

Dic. 18/47 23 1251 Secrecion vaginal Toluviejo Psed. aerugino-
S3.

Dic 23/47 24 1260 Sangre bovino Soacha Sin resultado

Nov. 4/48 25 1277 Feto bovino Chia E. coli

Entre los materiales anteriores se ve-
ra que hay algunos impropios para el
diagndstico de la Brucella, como soji los
huesos, pero los transcribimos, pues fue-
ron enviados para tal fin y seguramente
trabajados con tal objeto. Los resultados
se refieren naturalmente a los cultivos
e inoculaciones, sin tener en cuenta pa-
ra nada la prueba de aglutinacion, por

ejemplo en el caso de las sangres.
Durante el afio de 1949, han sido so-
metidos a examen varios materiales, con
el objeto de diagnosticar en ellos la-Bru-
cellosis abortus, de los cuales damos a
continuaciéon su relaciéon, con los resul-
tados obtenidos en cada uno, tomados
de los protocolos de trabajo del autor. (7)

CUADRO 11

Fecha N? de N? de Clase de '

recibo orden Reg. Material Procedencia Resultado

1949

Feb. 15 1 422 Tapoén cuello uterino Madrid Cor. pyogenes
vaca con metritis. Strep. Staph.

Feb. 15 2 423 Tapon cuello uterino Madrid Cor. pyogenes
vaca con metritis. Streptococcus.

Feb. 15 3 424 Tapén cuello uterino Madrid Corynebacterium
vaca con metritis. Strep. - E. coli.

Feb. 15 4 425 Leche bovino N° 1 Bogota Negativo a Br.
titl. aglt. 1:400

Feb. 15 5 426 Leche bovino N° 2 Bogota Negativo a Br.
Titl. Aglt. 1:400

Feb. 15 6 427 Leche bovino N° 3 Bogota Negativo a Br.
Titl. aglt. 1:400 i

Feb. 15 7 428 Leche bovino N° 4 Bogota Negativo a Br.
Titl. aglt. 1:400 *

Feb. 15 8 429 Leche bovino N° 5 Bogota Negativo a Br.
Titl. aglt. 1:400

Feb. 16 9 450  Feto bovino (*) Bogota Negativo a Br.

(*)Los frotis originales de este feto re-
velaron gérmenes que morfolégicamente
corresponden a Vibrio foetus.
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Fecha N? deN? de Clase de

recibo ordenReg. Material Procedencia Resultado

1949

Feb. 22 10 510 Feto bovino Usaquén Brucella Abortus
Abr. 21 11 816 Placenta bovino Usaquén Negativo a Br.
Jul. 8 12 1376  Fragmento feto B. Cali Negativo a Br.
Jul. 27 13 1639 Feto bovino N° 1- Usaquén ' Negativo a Br.
Jul. 27 14 1640 Feto bovino' N° 2 Usaquén Brucella Abortus
Sep. 2 15 1895  Feto bovino Bogotéa Brucella Abortus

Segun el cuadro anterior, vemos que
sobre un total de 15 materiales someti-
dos a examen, durante el afio de 1949,
para la busqueda de Brucella abortus,
ésta fué aislada en tres casos, de fetos
bovinos, con un resultado negativo en
el resto, teniendo por tanto un porcenta-
je del 20%.

Materiales y Métodos seguidos

El procedimiento seguido para el ais-
lamiento y luego clasificacion de la Bru-
cella, fué en general el mismo para to-
dos los casos y por tanto nos concreta-
remos a referir el primero de ellos, en
que se obtuvo un diagnéstico bacteriol6-
gico positivo, o sea el material consigna-
do con el nimero de registro, 510.

El 22 de febrero de 1949, se recibi6 en
el Instituto un feto bovino, de unos 6 me-
ses de gestacion, procedente de Usa-
quén, “Tibabitd”, remitido por el doctor
Francisco Virviescas, con el objeto de
investigar Brucella abortus.

Antecedentes

La vaca que tuvo este aborto, “Espa-
fiola”, fué vacunada cuando novilla, con
vacuna Brucella abortus Cepa 19, con-
tra el aborto infeccioso. La reaccion de
aglutinacion de dicha vaca, después del
aborto .fué marcadamente positiva (1 x
400), quedando el interrogante en este
caso, si tal titulo de'aglutinacion corres-
pondia a reaccién vacunal o a una infec-
cién por Brucella abortus virulenta, in-
terrogante absuelto a través de este tra-
bajo y que veremos claramente.en las
conclusiones.

Autopsia del feto

El feto estaba parcialmente pelisado,
a la autopsia tan so6lo reveld ligera ente-
ritis del delgado, con un contenido esto-
macal de consistencia mucosa y color a-
marillento. Los riflones con hemorra-
gias difluentes y los pulmones congestio-
nados. Los demas drganos aparentemente
normales! Revelaba unos 6 meses de ges-
tacion.
Cultivos e Inoculaciones

En primer lugar se hizo un frotis del
contenido estomacal (cuajar) del feto,
que fué coloreado con Gram y reveld
bacilos finos, cortos, en general aislados,
gue no toman el Gram (Gram negati-
vos), al parecer se trata de un germen
en estado puro.

Por otra parte se procedi6 a hacer cul-
tivos, de manera especial del contenido
del cuajar, en caldo triptosado, prepara-
do de acuerdo con la férmula descrita
por Huddleson, (8) gelosa cristal-violeta
(1 x 1.000.000), gelosa higado, gelosa pa-
pa y gelosa simple, lo mismo que en cal-
do dextrosado con indicador de Andra-
de y campana fermentémetro (Durham).
Los medios asi sembrados se pusieron
dentro de un desecador, al cual una vez
sellado se extrajo el aire por medio de
bomba de vacio y luego se reemplazé el
mismo por CO02, en tal forma que que-
dara una tension final del 10% de dicho
gas, y se llevéd a la estufa a 37.5°C.

Se hicieron igualmente cultivos en ae-
robiosis, del mismo contenido estoma-
cal y sangre del corazén, en caldo sim-
ple, caldo dextrosado, caldo Tarozzi y
gelosa sangre, los cuales fueron negati-
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Vvos a gérmenes patogenos, al cabo de
una semana de observacion.

Finalmente, teniendo en cuenta que
“el curi es el animal mas satisfactorio
para determinar la patogenicidad de ce-
pas de Brucella y descubrir la presencia
de Brucella en tejidos animales, excre-
ciones y secreciones”, se procedié a ino-
cular dos de estos animales, a los cuales
se tomo6 previamente sangre e hizo la
prueba de aglutinacion con resultado
negativo. Se inoculé al N° 1 con 1 cc. del
contenido del cuajar, por via subcuta-
nea y al N° 2 con 1 cc. del mismo conte-
nido, por via intraperitoneal.

Resultado de los cultivos

En los cultivos originales en atmdsfera
de C02, no se observa crecimiento bien
manifiesto hasta el quinto dia, que se
aprecia asi; en gelosa simple: barniz muy
tenue, apenas visible, transparente, mas
o menos brillante, incoloro.

En gelosa cristal violeta: barniz muy
tenue formado por colonias puntiformes,
brillantes, mas o menos transparentes,
incoloras, apreciables Unicamente donde
el inoculo estuvo mas concentrado, al
comienzo de la estria, cultivo en general
muy pobre. Al cabo de ocho dias, tal
barniz va tomando una coloracion viole-
ta, al principio ligera, que se hace -oscu-
ra con el tiempo, pero sin aumentar la
cantidad de cultivo.

En gelosa papa: barniz semejante al
de la gelosa simple, pero mas abundante
y con un ligero tinte amarillento.

En caldo dextrosado: enturbiamiento
uniforme ligero, sin ningun sedimento
apreciable, velo o anillo, sin produccién
de acido ni gas.

Hecho un frotis a cada uno de los me-
dios anteriores, en todos ellos se encon-
tr6 el mismo gérmen: bacilos cortos,
Gram negativos, de morfologia muy uni-
forme, sin tendencia a agruparse y que
entre lamina y laminilla revelan ser in-
moviles.

En el caldo triptosado: enturbiamien-
to uniforme, muy ligero, sin sedimento,
velo o pelicula.

Del cultivo original en el caldo trip-
tosado, se procedié a pasar a medios so6-
lidos de clasificacion, siempre en atmoés-
fera de C02, con una tensién del 10%.
Se sembré al efecto en Gelosa-cristal-vio-
leta, Gelosa-fushina y Gelosa-thionina. A
los cuatro dias se observaron las cajas
sembradas notandose cultivo tan solo
en la gelosa-fuschina: colonias pequefias
brillantes, transparentes, incoloras, cir-
culares, lisas. Con el tiempo, seis dias,
aumentan de tamafio, son ligeramente
convexas, contintan con la superficie li-
sa y toman una coloracion rosada, tornan-
dose semitransparentes hacia el centro,
con los bordes incoloros y transparentes,
su didmetro es de la 2 mm.

El frotis de una de estas colonias co-
loreado con Gram, muestra bacilos fi-
nos de una miera en promedio, muy uni-
formes en cuanto a tamafo y tincion,
Gram negativos e inmoviles.

Resultado de las inoculaciones

El 3 de marzo, o sea 9 dias después de
la inoculacién, se practic6 una sangria
a los curies para llevar a cabo la prueba
de* la aglutinacién con el suero sangui-
neo, habiéndose obtenido un resultado
positivo en los dos animales (Curi N° 1:
1 x 200, Curi N 2: 1 x 400) .

El 14 de marzo, se quizo practicar una
nueva sangria, en el Curi N9 1, antes
de llegar la aguja al corazén, yendo en
la direccion de este o6rgano, al aspirar
con la jeringa se obtuvo un liquido claro,
seroso, incoloro, en cantidad de 1 cc. mas
o menos, con el cual se decidi6 practi-
car directamente la prueba de aglutina-
cion, sin recurrir a la sangre del corazén.
El resultado con dicho liquido pleural
fué positivo al 1 x 400.

Viendo la gran positividad de la reac-
cién a este titulo, se procedié a hacer di-
luciones con suero negativo, en propor-
cion del 1 x 15, segin lo recomendado
por el Bureau of Animal Industry. (10)
para buscar el titulo mas alto,,de igluli~
naciéon, con un resultado de™N™“£\Jv600.- ¥¢
- En vista de estos resultados,™ "pesa'r
de no haber observado nir/g$u sftjtoifla o
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lesion especial en los curies, se procedio
al sacrificio de uno de ellos, el N° 2, tres
semanas después de la inoculacion.

Autopsia

Las lesiones que mas llamaron la a-
tencion fueron: bazo considerablemente
hipertrofiado (longitud 3,8 cts. y anchu-
ra maxima 1,6 cts., siendo lo normal en
animales del mismo peso —350 gramos-
de 2,5 x 1,4 cts. El peso del baso fué de
1, 700 grs., siendo lo normal 0,800 grs.),
en su superficie se aprecian" varios pun-
tos pequefios blanquecinos (;focos supu-
rativos?). Las glandulas suprarrenales
estan aumentadas de tamafo y con al-
gunas petequias. El higado con una que
otra manchita blancuzca, muy pequefias
y especialmente sobre su cara visceral.
Pulmones enfisematosos, con abundan-
tes petequias. Ligera cantidad de liqui-
do seroso-claro-incoloro en las cavidades
abdominal y toracica. Los demas orga-
nos se encuentran aparentemente nor-
males, lo mivmo que las articulaciones.

Se hacen frotis del bazo, pulmones y
sangre del corazon, que se colorean por
el método de Gram. El del bazo mues-
tra gérmenes Gran negativos, bacilares,
pequefios, aislados, mas o menos abun-
dantes; en el pulmén gérmenes muy se-
mejantes a los hallados en el bazo, pero
muy escasos. En el frotis de sangre del
corazén no se aprecia gérmen alguno.

Se hacen cultivos del bazo, pulmén y
sangre del corazén, en gelosa-cristal-vio-
Jeta (1 x 1.000.000), gelosa-thionina (1 X
100.000) y gelosa-fuschina (1 x 100.000),
lo mismo que en caldo dextrosado, en at-
mosfera de C02 al 10%.

A los cuatro dias se observan los cul-
tivos con el siguiente resultado. Cultivos
de sangre del corazén, negativos en to-
dos los medios sembrados. Del pulmoén
no hay cultivo en el agar-thionina, ni la
gelosa-cristal-violeta y muy contadas co-
lonias en la gelosa-fuschina (12 colonias
en una caia de Petri). Para el bazo: en
gelosa-fuschina, colonias circulares, pe-
quefias, mas o menos de 1 mm. ,de dia-
metro, de bordes netos, superficie lisa,

ligeramente convexas, brillantes, trans-
parentes e incoloras. Dichas colonias se
van tornando rosadas con el tiempo. Se
encuentran repartidas en toda la super-
ficie de la caja. Al frotis de una de estas
colonias, se aprecian bacilos cococides,
de. alrededor de una miera de longitud,
Gram negativos, rectos, de extremos li-
geramente redondeados, aislados,, de una
uniformidad absolutamente semejantee a
los frotis de Brucella abortus Cepa 19,
en estado liso (S), una colonia emulsio-
nada en agua destilada, entre lamina y
laminilla y observada con objetivo a se-
co, revela que tales gérmenes son inmo-
viles.

En gelosa-thionina, no se aprecia cul-
tivo, y en gelosa-cristal-violeta, es ape-
nas perceptible. En el caldo dextrosado
muy ligero enturbiamiento, uniforme, sin
sedimento, velo o collarete y sin produc-
cién de acido o gas.

En cuanto al Curi N*? 1, se le practico
otra sangria el 24 de marzo, o sea un mes
después de la inoculacién, llevando la
aglutinacion hasta el titulo final, el cual
fué de 1 x 3.200; este animal murié al
dia siguiente de la sangria, a consecuen-
cia de la misma. Practicada la autopsia
se hallaron lesiones semejantes a las des-
critas para el N9 2, especialmente del
bazo e higado.. Se hicieron cultivos Unica-
mente del bazo, en los medios vistos an-
teriormente con resultados iguales a los
observados para los cultivos del bazo del
Curi N? 2

Por los datos obtenidos hasta este pun-
to, tanto por las inoculaciones con el ma-
terial original, por los cultivos, titulo de
aglutinacion en el suero sanguineo de
los curies inoculados, y por los cultivos
practicados a la autopsia de los mismos
curies sacrificados, se puede pensar de
manera bastante segura, que se trata de
una cepa virulenta de Br. abortus.

Por otra parte vemos bien claro, con-
firmados los postulados de Koch, ya que
aislamos Un gérmen en cultivo puro, del
contenido estomacal de un feto bovino
que una vez clasificado correspondié a
una Br, abortus, el cual inoculado a curi,
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animal plenamente susceptible al ger-
men, produce en él aglutininas, demos-
trables por la prueba de aglutinacion y
sefial evidente de infeccién. A la utopsia
de dichos curies, las lesiones halladas son
propias de la Brucellosis en esta especie
animal y finalmente tenemos que de su
organismo, mas concretamente del bazo,
se recobra un gérmen que morfoldgica-
mente corresponde al microorganismo
aislado del feto bovino, Brucella abortus.

Parte Experimental

En este punto del trabajo se procedio
asi, para continuar el 'mismo: a) Inocu-
laciones: Escogencia de 10 curies sanos,
con reacciéon negativa a la prueba de a-
glutinacion, fluctuando un peso de 320
a 360 gramos, divididos en dos grupos de
a cinco cada uno. En el primer grupo se
tomaron los Curies Nos. 1y 3y se ino-
cularon con 1 cc. del cultivo en caldo
triptosado, de la cepa recien aislada
(N° 510), por via subcutanea. Los Nos.
6 y 8, se inocularon con el mismo culti-
vo, en la misma cantidad, pero por via
intraperitcneal. Al N9 5, no se le practi-

INSTITUTO DE

¢6 ninguna inoculacion, se dejé en con-
tacto con los anteriores, como testigo.

Con el segundo grupo, se procedié en
la misma forma, pero reemplazando el
inoculo, por un cultivo en caldo simple
de 48 horas, de Brucella abortus Cepa
19 (BAI), por pasé de gelosa papa, 0 sea
unda cepa reconocida como avirulenta, ya
que es la empleada en la preparacion de
la vacuna Cepa 19. Se inocularon los
curies Nos. 2 y 4 por via subcutdnea y
los Nos. 7 y 9, por la intraperitoneal, el
N° 10 como testigo.

Desde el dia siguiente a la inoculacién
se tomo6 temperatura a cada uno de los
curies, por el término de tres semanas,
de acuerdo con las graficas adjuntas
(I a 1V), las cuales muestran claramente
gue no existe practicamente ninguna di-
ferencia apreciable en la temperatura
de los animales inoculados con la cepa
virulenta, de los inoculados con la Cepa
19, o los testigos, no inoculados, que per-
manecieron en contacto con los inocula-
dos, y por tanto no da ninguna ilustra-
cibn que se preste para la diferencia-
cion del Br. abortus virulenta y Br. a-
bortus Cepa 19, por lo menos en este
término de tiempo.

INVESTIGACION Y DIAGNOSTICO

(.RAKICA 1

Curvas térmicas de Curies inoculados con Cepa virulenta de I5r. Abortus V-' 510. — Curi NV 1

XXXXX; Br. abortus Cepa 13. — Curi N'12:
testigo Nv m>........... , sin ninguna inoculacién.

.............. , inoculados por via subcutanea y el
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INSTITUTO DE INVESTIGACION Y DIAGNOSTICO

GRAFICA 11

Curvas térmicas de Cur/cs inoculados ton Cepa virulenta de Br. abortus Nv 510. Curi N? 3
X X X X X; Br. abortus Cepa 19. Curi N? 4 -—----mmmeememm , inoculados por ina subcutanea, y el testigo
Curi 5 e , sin ninguno inoculacién..

GRAFICA 111

Curvas térmicas de curies inoculados con cepa virulenta de Br. abortus 510. Curi numero G
XXX XXX ; Brucella abortus Cepa 19. Curi 7 ---------------- . inoculados por via iiitraperitoneal, y
el testigo N2 10 sin ninguno inoculacién.
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GRAFICA IV

Curvas térmias de curies inoculados con cepa virulenta de Br. abortus 510. Curi N2 8 XXXxx>:;

Br. abortus Cepa 19, Curi N’ 9 -------mmmmmem- , inoculados por via intrapcriloneal, y el testigo N2
10 s . sin ninguno inoculacion.

4-1 -

4 0*

39*“

38°

370

Mwzo 0 bvi
GRAFICA V

Titulo de aglutinacién en'el suero sanguineo de Curies inoculados con Br. abortus Cepa N9 510.
Curi N° | —-mmmemeeeee y Br. abortus Cepa 19, Curi N» 2 ... , los dos por via .subciitjjnc:i.

Curi N? 5 x X X X X testigo.

I; 12600

i: 1600 y

i 50 [ S: Corresponde a la fecha del sacrificio.

P 25 / / .M: Corresponde a la fecha de la muerte.

2 26 Sl
Marzo Abril
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GRAFICA VI

Titulo de aglutinacién en el suero sanguineo de Curies inoculados con Br. abortus Cepa N. lili).
Curi NO 3 -----mmmmemmmmem y Br. abortus Cepa li). Curi-Ni’" 4 .......... , los dos por via subcutanea.

Curi N9 5 x x x X x testigo.

i 12800
‘6 400
5200
1600
\'e
\
80 0 \
\
\
400
If
200 // \
-/ M
v 100 v
V/4
50 v
v * Tiiulo de aglutinacion hecho con liquido ascitico.
N
l: 25 Y M: Corresponde a la (echa de la muerte.
NT
2 2& 3| 5 a lo

Marzc Rbril
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GRAFICA VII

Titulo de aglutinacién en el suero sanguineo de Curies inoculados con I'r. abortus Cepa N. ."10.
Curi N% 6 ------mmmemmmmee y Br. abortus Cepa 19. Curi N? 7 ............. , los tios por Xia intmperitiniciil.
Curi testigo x x x x x N2 10.

6400
3z00
iloo
t 600
400

Z0oO

loo

50 /| ]
25

/ /
[ *M: Corresponde a la fecha de su muerte.
1/
NT L e e e

21 28
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GRAFICA VIII

Titulo tle aglutinacién en el suero sanguineo ¢le Curies inoculados con I5r. abortus Cepa N. 510.
Curi N9 8 --------mm-emmm- y lir. abortus Cepa 19. Curi N* 9 ......... los dos por via intraperitoneal.

Marzo

De acuerdo con esas mismas graficas,
vemos que a las 24 horas, después de la
inoculacion se aprecia una ligera alza
térmica (40 - 40.5°C.), sensiblemente
igual para los inoculados con la Cepa Br.
N9 510, como los inoculados con la Cepa
19. De resto la temperatura es practica-
mente normal y fluctia entre 375 a
399C.

b) Aglutinaciones:
procedié a practicar sangrias periédicas
a dichos animales, para llevar a cabo la
prueba de aglutinacién, hasta el titulo
final, en cada caso (Graficas V a VIII),
para una vez alcanzado el titulo mas
alto y que éste permaneciera estaciona-
rio por dos pruebas consecutivas, sacri-

Ibtil

ficio de los animales que estuvieran en
tales condiciones, autopsia cuidadosa y
cultivos del bazo en los medios electivos
para la Brucella, en atmdsfera de C02 y
aerobiosis respectivamente.

c) Cultivos: Con el objeto de saber con

toda seguridad si se trata de una cepa de
Brucella abortus, se procede a hacer cul-
tivos, teniendo en cuenta los siguientes
hechos: Accidén bacteriostatica de ciertos

Por otra parte secolorantes, metabolismo del H2S y culti-

vos en aerobiosis y atmésfera de C02, o
sea la clasificacion del germen de acuer-
do con el Manual de Bergery, (9) proce-
diendo siempre con una cepa testigo de
Br. abortus Cepa 19. Los resultados ob-
tenidos de tales cultivos, se pueden resu-
mir en el siguiente cuadro:
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CUADRO N 3
Cultivos de la Cepa N*“ 510

Aerobiosis
Dias 1 2 3 4 7
Gev  — — — —
Gf — — — — -
Gt — — — — -
Ct — — — —
H2S — — — — -
Atmoésfera de CO02
Gev  — — T i T
Gf — — -1 -j- T
H2s - -1- -I- -
Cultivos de la Cepa 19
Aerobiosis
Gev  — i -J- i
Gf  — -
Gt — — —
Atmosfera de C02
Gcev — —
Gf -I-
Gt — —
ct -1- -1
H2S  -I- 1.
Gcev: Gelosa-cristal-vidleta; Gf: Gelosa-

fuschina: Gt: Gelosa-thionina: Ct: Caldo
triptosado; H2S: produccién de hidroge-
no sulfurado.

El objeto de este modo de proceder
fue:

17— Establecer si hay diferencia entre
la Br. cepa 19 y la aislada del material en
estudio, por titulos de aglutinacién y
lesiones en los curies.

2°—Por cultivos en atmésfera de C02
y aerobiosis.

39—Para ver si los animales testigos,
no inoculados, en contacto con los ino-
culados, tanto con Cepa 19, como coii el
material en estudio, adquieren la infec-
cion.

Las respuestas a estas cuestiones se
encuentran en el curso del trabajo y de
manera méas concreta en las conclusiones.

El modo de proceder, utilizado en el
caso del material N? 510, del cual se ais-
16 la primera cepa de Brucella y se cla-
sific6 como abortus, se emple6 con el res-
to de materiales, llegados con el fin de
investigar dicha Brucella y fue asi co-
mo se logr6 el aislamiento de las otras
capas, denominadas con el nuamero que
les correspondié en el protocolo, o sea
Cepas Nos. 1640 y 1895; las cuales mos-
traron en general los mismos caracteres
encontrados a la Cepa N2 510 y que se-
gun vimos queda plenamente diferen-
ciada de la Br. abortus Cepa 19 (aviru-
lenta, empleada en la preparacion de la
vacuna). Es interesante anotar el alto
titulo de aglutinacién obtenido en la ce-
pa 1640, que llegé al 1 x 12.800, en el
suero sanguineo de un curi inyectado por
via subcutanea con cultivo de 72 horas,
en caldo triptosado, titulo que se alcan-
z6 a los 25 dias de inoculado.

Para una mejor ilustracion al respec-
to, pueden verse las gréaficas adjuntas
IX y X, que hacen relacién al titulo de
aglutinacion en el suero sanguineo de
curies inoculados con las cepas Nos 1640
y 1895 respectivamente.

A continuacién damos una resefia de
los animales muertos o sacrificados du-
rante la experiencia, inoculados tanto
con Brucella abortus N° 510, como con
Cepa 19.

Los curies fueron inoculados el 2 de
marzo, después de haberles practicado
la prueba de seroaglutinacién, con resul-
tado negativo. En cuanto a las fechas de
las sangrias, estas pueden verse en las
gréaficas adjuntas. Las muertes fueron en
algunos casos al parecer naturales, pero
en general accidentales, como consecuen-
cia de las mismas sangrias; finalmente
otros fueron sacrificados con el objeto
de practicar en ellos una cuidadosa au-
topsia.
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GRAFICA IX

'‘Titulo tic aglutinacién cu el suero sanguineo de curios inoculados con la Cepa fi*> 1040.

(I'r. abortus).
Curi NJ 1 ... Mat. original (contenido estémago feto). 1 cc. Sbt.
Curi N'12 - Mat. original. (Contenido cstimago feto). 1 cc. Intpt.

Curi N¥ 3 xxxxx Inoculado ton 1 cc. de cultivo de la Brucella.

Tilulo de aglutinacion en el suero sanguineo de curies inoculados con la Cepa X" I1SQ).

(Br. abortus).
Curi N'M ... ..Mat. orginal (contenido estémago feto). 1 cc. Subt.

Curi NO 2 - Mat. original (contenido estémago feto). 1 cc.-Intp.
Curi N? 3 xxxxx Cultivo — 1 cc. Subt .

I- tfO

I =t 400

itileo

/Il

4 Sefala ti muerte de los animales a causa de sangria

beptieyrtrf * Qht
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El 28 de marzo se sacrifica in extremis
el curi N" 6, inoculado por via intraperi-
toneal con cepa N° 510. (Gréficas Il y
VI1Il), con marcada hipotermia (3609C.).
A la autopsia presenta una regular can-
tidad de liquido seroso, sanguinolento,
en la cavidad abdominal; el bazo hiper-
trofiado, focos pneumdnicos (en un prin-
cipio se pensé que hubiera podido morir
por una perforaciéon del recto, por la to-
ma de temperaturas, pero éste se halld
normal). El titulo maximo de aglutina-
cién a la autopsia fué de 1 x 3.200. Se hi-
cieron cultivos del bazo en gelosa-fuschi-
na, gelosa thionina y caldo dextrosado,
con resultado positivo para Brucella.

El 4 de abril amanece muerto el curi
N° 7, inoculado con Cepa 19, por via in-
traperitoneal (gréaficas Il y VII), se en-
cuentra abundante liquido seroso en la
cavidad abdominal, el estémago perfec-
tamente vacio, bazo y demas drganos nor-
males. La prueba de aglutinaciéon en es-
te momento di6 un titulo del 1 x 1.600;
no se hicieron cultivos.

El 5 de abril se sacrifica in extremis
el curi N? 3, inoculado- por via subcu-
tanea con cepa 510 (Graficas Il y V).
Se encuentra abundante liquido en la
cavidad abdominal, enteritis del delga-
do, vejiga y vesicula biliar muy llenas,
estdbmago vacio. Bazo ligeramente hiper-
trofiado y mas bien decolorado. Conges-
tion y edema pulmonar. Frotis del bazo
revela gérmenes que morfolégicamente
corresponden a una Brucella, los cultivos
de dicho drgano son igualmente positivos.

El 10 de abril muere el curi N9 4, ino-
culaod con 1 cc. de Cepa 19, por via sub-
cutdnea (Graficas Il y VI, se encuentra
bastante flaco, no presenta ninguna le-
sion especial, salvo ligera cantidad de li-
quido en la cavidad abdominal, con el
cual se practica la prueba de aglutina-
cién, dando un titulo de 1 x 200. No se
efectuaron cultivos, ni se encontré causa
justificable de su muerte.

El 17 de abril muere uno de los testi-
gos, curi N° 5. No presenta ninguna le-
sion especial a la autopsia, y practicada
Ja prueba de aglutinacion, «sta es nega-

tiva. Los cultivos son negativos para
Brucella.

El 21 de abril por completarse un mes
de las inoculaciones, se procede al sacri-
ficio de los curies restantes, para consta-
tar lesiones y practicar los cultivos res-
pectivos, con los siguientes resultados:

Curi N" 2: inoculado con Cepa subcu-
tanea (Gréficas | y V), bazo con muy ii-
gera hipertrofia y de superficie un poco
granulosa. Todos los 6rganos normales.
Peso del bazo, 670 miligramos, dimen-
siones: 2,7 x 1,4 cets. EIl titulo de aglu-
tinacion en este momento fué de 1 x 800.
No se practicaron cultivos.

Curi N9 9: inoculado con 1 cc. de Ce-
pa 19, via intraperitoneal (Gréficas IV
y VIII), sin ninguna lesion aparente.
Bazo, peso: 520 miligramos, dimensiones:
2,3 x 1,2 cts. El titulo de aglutinacion an-
tes del sacrificio fué de 1 x 1.600.

Curi N* 1. inoculado con Cepa 510,
via subcutanea (Gréaficas | y V). Bazo
muy hipertrofiado y granuloso, en el hi-
gado pequefios puntos blanquecinos, pul-
mbnes congestionados. Demés 6rganos a-
parentemente normales. Bazo, peso:
1,670 gramos, dimensiones: 35 x 2 cts.
El titulo de aglutinacién antes del sacri-
ficio fué de 1 x 6.400. Cultivos del bazo
positivos a Brucella.

Curi N? 8: Inoculado con Cepa 510, via
intraperitoneal (Graficas IV y VIII). Ba-
zo hipertrofiado y granuloso, higado con
dos foquitos purulentos muy pequefios,
algunas petequias en los pulmones. De-
mas organos “aparentemente normales.
Bazo, peso: 800* miligramos, dimensiones:
3.2 x 1,5 cts. El titulo de aglutinaciéon an-
tes del sacrificio fué de 1 x 6.400.

Curi 10. Testigo. No presenta nin-
guna lesion que llame la atencién. Bazo,
peso: 610 miligramos, dimensiones: 2,8 x
1.2 cts. Practicado el tituj*™"aglutina-
cion, este fué negativo.-~axhicie”)intui-
tivos que resultaron ijgyaufi'ehte ft/gaii-
VOs.
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GRAFICA XIlI

Dibujo esquematico, tomado de lina fotografia que muestra una vista dorsal de los bazos de
los curies Nos. 1, 8, 2, 9, y 10; de izquierda a dcrccha. — Tamaifo natural.

8 ?

9 10
rgjffvPTr

Curi N-" 1: Inoculado con Cepa 510, via subcutdnea.
Curi N9 8: Inoculado con Cepa 510, via intraperitoneal.
Curi N- 2: Inoculado con Cepa 19 via sub.utanca.

Curi N? 9: Inocualo con Cepa 19, via jnirapcritoneal.

Curi N? 10: Testigo, no fué inoculado.

Nota: Todos los curies empleados en
el presente trabajo, eran de un peso se-
mejante, fluctuando entre 320 y 350 gra-
mos. La gréafica XII, tomada de una foto-
grafia hecha, muestra una vista dorsal,
de los bazos colocados de izquierda a de-
recha en el siguiente orden, Curies Nos.

1, 8 2 9y 10

Discusion:

Con el objeto de aislar y clasificar el
agente causal del aborto infeccioso en
los bovinos, se habian hecho en el lapso
de los ultimos 20 afios, varias tentativas
en el Instituto de Investigacion y Diag-
nostico, con resultados simpre negativos.

En el presente afio (1949), sobre un
total de 15 materiales, trabajados con tal
iin, se obtiene el aislamiento y clasifi-
cacion de un gérmen que corresponde
a la Brucella abortus; esto de tres fetos
bovinos.

Se procede en cada caso, para una ma-
yor seguridad en el diagnéstico, haciendo
un frotis del material original, cultivos
en medios electivos en atmésfera del 10%
de CO02, como en aerobiosis, e inocula-
cién a curies, para buscar en los mismos
aglutininas especificas, ver sus lesiones

y obtener cultivos a su autopsia.

Se describe en detalle uno de los aisla-
mientos, habiendo operado en igual for-
ma en los otros dos casos y en el resto
de los materiales, Corespondiendo per-
fectamente en sus detalles los tres sis-
temas de diagndstico empleados: Micros-
copico, cultural e inoculaciones.

Por otra parte se hace la diferenciacion
entre Brucella virulenta y av'-rulenta,
como es la Cepa 19; por titulos de aglu-
tinacion, lesiones en los curies y cultivos
en aerobiosis y atmésfera de CO02, esta-
bleciéndose plenamente dicha diferencia.

Finalmente, en una parte experimen-
tal Fe confirman los datos anteriores, se
vé que por reacciones febriles en anima-
les (curies), inoculados con cepa viru-
lenta y Cepa 19, no se puede establecer
ninguna diferencia entre las dos y final-
mente que curies testigos no adquieren
la infesccién, en convivencia con los ino-
culados.

CONCLUSIONES

De lo expuesto antei'iormente se de-
duce:

1®—Se aisla y clasifica por primera
vez en el Instituto de Investigacion y
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Diagndstico, de fetos bovinos, el agente
etiolégico del aborto infeccioso, o sea la
BRUCELLA ABORTUS.

2y—Que el titulo de aglutinacion, en
el suero sanguineo de los curies inocula-
dos con cultivo del material clasificado
como Brucella abortus, sangrados a in-
tervalos regulares, fué siempre mas alto
que el de aquellos inoculados, en igual-
dad de circunstancias con Brucella abor-
tus Cepa 19 (BAI).

Las diferencias en los titulos maximos
fueron: Cepa 19, 1 x 3,200; cultivos de
BRUCELLA ABORTUS (Cepa 1640)
1 x 12.800.

3°—Las lesiones halladas a la autop-(
sia de los curies sacrificados a las cua-
tro semanas después de la inoculacion,
son bien marcadas, en los inoculados con
la cepa Brucella abortus 510 y casi in-
significantes o nulas, en los inoculados
con la Brucella abortus Cepa 19. Lesio-
nes manifestadas especialmente por hi-
pertrofia del bazo, presencia de peque-
fios nodulos blanquecinos en éste y en el
higado, y por congestion pulmonar.

4°—No se logran cultivos en aerobio-
sis, ni al tercer pase de la Br. abortus
(Cepas Nos. 510, 1640 y 1895), cuando
se obtienen en cambio, en aerobfosis o
atmosfera de C02 al 10%, de la Cepa 19.

59—Curies testigos dejados en contac-
to con los animales inoculados, tanto con
la Brucella virulenta, como con la Cepa
19, por espacio de un mes, no adquieren
la infeccion, ni muestran aglutinas en
su sangre.

Nota: En 1950, después de varios pa-
ses, se ha obtenido cultivo en aerobio-
sis, con creciminto abundante, de las tres
Cepas de Brucella, Nos. 510, 1640 y 1895.
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Summary:

From the above it may be deduced:

1) That the etiological agent of Bang’s
disease (Brucella abortus) has been
isolated and clasified for the first in the
“Instituto de Investigacion y Diagnosti-
co”, from cattle foetus.

2) That the agglutination rate, in blood
serum from guinea-pigs inoculated with
a culture of the material classified as
Brucella abortus and bled at regular in-
tervals, was always higher than that ta-
ken from those innoculated, under iden-
tical conditions, with Brucella abortus,
Strain 19 (BAI). The differences in the
maximum rates were: Strain 19: 1 x 3.200
cultures of Brucella abortus (Strain
1640), 1 x 12.800.

3) The lesions found in the necropsy
of guinea-pigs killed four weeks after
innoculation, arevery appreciable in tho-
se innoculated with Strain 510 of Bruce-
lla abortus, and insignificant or absent
in those innoculated with Brucella a-
bprtus Strain 19. Thesee lesions are par-
ticulary evident in the hypertrphied s-
pleen, the presence of small whitish no-
dules in this organ and in the liver, and
in the congestiéon of the lungs.

4) No culture was obtainable in aero-
biosis, even on the third passage of Br.
abortus (Strains 510, 1640 an 1895), the
same being obtainable on the other hand,
in aerobiosis or atmosphere of C02 at
10%, from Strain 19.

5) Control guinea-pigs left in contact
with the animals innoculated both with
Brucella virulents and with Strain 19
for a period of one month, did not acqui-
re* the infection, neither did they show
aglutinins in their blood.

Note. — In 1950, after several passa-
ges, cultures have been obtained in ae-
robiosis, with abundant growth, of the
thrée strains of Brucella, Nos. 510, 1640
and 1895.
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