LA REACCION DE FLEISCHAUER

O PRUEBA DEL ANILLO O RING TEST
N. PRADINES BRAZIL

Vamos a discutir, detenidamente, unoc de los métodos diagnésticos
de la brucelosis animal que, por sus ventajas y por su escasa difusion,
merece un estudio exhaustivo en beneficio de la profilaxis de esa z0o-
nosis tan extendida en nuestro pafis.

Volvemos hoy al estudio de la prueba del anillo, o ring test o
A.B.R. o, como deberia llamarse: reaccion de Fleischauer.

Dicha técnica fué dada a conocer por este investigador en 1937.

En Ameérica no se le habia considerado antes de la ultima guerra
mundial.

En el Uruguay la estudiamos en 1947, presentando algunos traba-
jos al Congreso N. de Brucelosis realizado en Montevideo ese afo.!: 3
En uno de ellos deciamos: “Esta podria ser una prueba eficaz en el
estudio de la epizootiologia de la cuenca lechera y en particular de los
tambos de la capital”.

En 1948 se publican diversos trabajos en los EE. UU., y en el Con-
greso de Brucelosis desarrollado en noviembre de 1950 en Washington,
se aconsejo el estudiec del mismo en Ameérica.

Igual cosa habiamos aconsejado cuatro anos atras; pero nuestra voz
no tuvo resonancia.

Vamos a repetir ahora algunos de aquellos conceptos, amplidndo-
los con lo que nuevas experiencias nos han ensenado y con los aportes
de investigadores extranjeros que han hecho estudios de gran wvalor.

(QUE ES LA REACCION DE FLEISCHAUER?

La leche de los animales brucelosos presenta la particularidad de
que su materia grasa, sus glébules grasos, se adhieren a las brucelas
en suspension, arrastrandolas a la superficie de la leche en el movi-
miento de ascenso que caracteriza al fenémeno de cremificaciéon. Si esas
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brucelas e,stz’m tefiidas y forman una suspensién de densidad adecuada,
se formara un anillo en la parte superior, tenido del mismo color de
las brucelas, lo que permitird reconocer las reacciones positivas.

Fletillauel', pues, aplicando los conocimientos de la época sobre las
caracteristicas fisicas e inmunitarias de la leche, y en particular de los
glébulos grasos, comprobé que ellas permitian reconocer la presencia
de leches de animales brucelosos, diferenciandolas de la de los anima-
les sanos.

i Quienes siguieron sus trabajos, la estudiaron particularmente, re-
lacionandola con la hemosueroaglutinacion. Algunas de las conclusio-
nes extraidas, sefialan ciertas lagunas, en parte, por considerar a la
hemosueroaglutinacién como expresién total de los fenémenos inmu-
nitarios de la brucelosis, lo que no es asi.

Para sefalar exactamente el valor de la prueba del anillo, ring test.
o reaccién de Fleischauer, es menester estudiar la fisiopatologia de la
secrecion lactica, los fendmenos fisicoquimicos de la leche y los feno-
menos inmunitarios caracteristicos de la brucelosis en relacién con di-
cha prueba.

Si la secrecién lactea es fruto de las substancias de pasaje de la
sangre y, por otra parte, es el producto de elaboracién de las glandulas
mamarias, su conocimiento podrd explicar algunas de las incégnitas
de los métodos diagnoésticos. Asi podremos explicar las diferencias en-
tre titulo aglutinante sanguineo y lacticos, diferencias de A. B. R. y lac-
toaglutinaciones, diferencias entre las reacciones de la leche excretada
por distintos cuarterones, etc.

Experiencias asi orientadas sera menester realizar, para interpretar’" ;
cientificamente el resultado, a veces discordante, de algunas rea é"'x’e)a'

A

nes biologicas del diagnoéstico de la brucelosis.

CREMIFICACION

En la investigacién de las caracteristicas fisicas de la leche sierﬁp‘:ﬁre;; 7 B
despert interés de los estudiosos el fenémeno de la ascensién de la ~°
materia grasa.

Hecho conocido y de gran utilidad en los procesos industriales a
los cuales se somete la leche, su estudio adquirié especial importancia
por exigencias de orden industrial. Los nombres de Porcher, Acheson,
Storch, Voltz, Aberhalden, Van der Bung, Hekma, Siks, Palmer, Van
Dam, Rahn, Schwarz, etc., marcan valiosos trabajos de significacion en
el camino del conocimiento del fenémeno de la ascension de la materia
grasa o cremificacion.

Por ellos sabemos que la leche es una dispersion de materia grasa
estabilizada por una dispersién coloidal de proteinas y fosfatos, en la
cual la substancia grasa se encuentra formando globulos de tamafio va-
riable, aue van de 1 a 10 micras de didmetro, constituyendo asi una
emulsion,
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s se han emitido para explicar la conservacién de
los glébulos grasos. Unas, los suponian

rodeados de membranas de casefna o substancias sél}idaS; otras, los
presentaban envueltos en una capa de suero ILZO?den?ctlrc‘odz gl:nel.-a de
membrana; otras, explicaban al '.foFma y la ag ull’n?;cf:a- s 1mlsmos
por la diferencia de tensién, viscosidad y carga ?’ecln ; o : o.; pre-
sentaban como particulas envueltas por una pelicu alo s = mem 1rana
o membrana mucosa; Y, ultimamente, SChwa-l‘Z, con la \ﬁn msatco abo-
racién del microscopio electrénico ha encontrado que ellos estan for-

mados por tres capas:

Diversas teoria > Lo
la forma y la aglutinabilidad de

19)  una capa continua con aspecto de verdadera membrana;

20) una corona formada por una sola capa_de globulitos consti-
tuidos sin duda por fosfatidos (lecitinas); y

39) wuna capa mucho mas espesa, pero muy transparente y por
consiguiente poco visible que debe corresponder al resto
del protoplasma de la célula madre del acino, rodeando a
los glébulos, es decir, la membrana mucosa citada por

Storch.

Cabe suponer entonces, que si los globulos grasos estan exterior-
mente envueltos por una membrana mucosa o semimembrana, cuyo
origen puede sefialarse en el protoplasma de la célula madre de los
acinos, dichos globulos pueden estar envueltos por sustancias con las
caracteristicas inmunitarias propias de la entidad morbida que estudia-
mos; particularmente por aglutininas especificas, por aglutininas bruce-
losicas.

Y bien; como la materia grasa tiene peso especifico menor que el
del lactosuero, éste tiende a descender y la grasa, a la inversa, a ascen-
der a la superficie.

La velocidad de esta ascension de materia grasa esta regulada por
diversos factores:

por la diferencia de densidad entre grasa y suero;
por diferencia de didmetro entre corpusculos grasos; y
por la viscosidad del medio.

Es l6gico que la diferencia de densidad provoque la separacién de
los elementos de la emulsién que cuentan con glébulos relativamente
grandes. Y es admisible también, que en leches patolégicas, donde el
tenor de cloruros puede ser mayor que el normal, la ascensién de glo-
bulos grasos sea mas rdpida que en leches normales.

; El didmetro de éstos es factor importante, por cuanto mayor sea el
nrgsmo mayor sera la diferencia de densidad Y el ascenso serdA mas ra-
pido; por eso en las leches cor

1 : ; 1 predominio de glébulos grandes, como
a noxman'da Y Jersey, el ascenso seria mas rapido que en las que supe-
ran los glébulos chicos, como la holandesa. Por otra parte, en el estu-
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dio de la velocidad de ascenso de la materi
los gloébulos no se desplazan aisladamente,
pos, formando, a veces, verdaderos racimos.

En tales condiciones el proceso de la cremificacién es ft
acelerado.

a grasa debe senalarse que
Sino que se reunen en gru-

ambién

Yarios factores han sido responsabilizados de ese fenémeno de aglu-
tinacion, el cual interesa fundamentalmente. La viscosidad de la leche
las caracteristicas eléctricas de los globulos grasos; pero, mas reciente-'
mente, esa aglutinacion de glébulos grasos, ha sido explicada por una
globulina que envolveria a dichos globulos, y hasta se ha senalado
cierta similitud entre dichos fenémenos y la aglutinacién bacteriana
haciéndolos resultado de la accién de las citadas globulinas (Demkley
y Somer). Nuestra experiencia ha confirmado en parte esta teoria.
Hemos observado un fenémeno de aglutinacién bacteriana en primer

término y luego una aglutinacién de grumos de bacterias Y grumos de
glébulos grasos entre si.

En numerosas pruebas realizadas paralelamente entre reacciones
de Fleischauer y un tubo testigo con igual cantidad de leche, pero sin
ninguan antigeno, hemos comprobado que numerosas muestras de leches,
preferentemente las que presentan aglutinacién positiva, también ofre-
cen un anillo de crema a los 15 minutos; ademas, ese fenémeno lo he-
mos observado en algunas muestras negativas.

Por otra parte, no obstante de realizarse ese fendmeno con leches
crudas no se encuentra en todas las leches de A. B. R. negativos. Lo que
quiere decir que hay leches negativas con ascenso rapido de su crema
y leches negativas que reaccionan de manera inversa; y que, si en ge-
neral las muestras positivas presentan un ascenso rapido, hay algunas,
muy pocas, donde el fenomeno no se presenta.

(Por qué asciende mas rapidamente en las leches positivas que en
las negativas.

:Por qué se observa también ese fenomeno en muestras negativas?

;La aglutinacién de los glébulos grasos es mas acusada en leches
donde las aglutininas especificas se han agregado a los factores agluti-
nogenos naturales?

;Las aglutininas especificas se adosan también a la capa externa de
los glébulos grasos, facilitando la adherencia de los grupos de bacterias
glutinadas?

Cualquiera que sea el factor determinante de la aglutinacion de
glébulos grasos, el hecho importante es que ella contribuye a la mayor
rapidez de la cremificacion natural. (Stiren.)

Otra sustancia aue acelera el proceso de cremificacion es el suero
sanguineo, aun el calentado a 60° durante 10 a 30 minutos. No sucede
asi cuando se lleva a mas de 65°. En este caso el factor de aceleracion
de la cremificacién seria una globulina del suero sanguineo. (Hekma.)

Palmer y colaboradores sostienen, en cambio, que en la cremifi-
cacién los factores méas importantes son los coloides del suero y la dife-
rencia de densidad entre la grasa y el suero no influirian mayormente.
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n que con el agregado de co-
de cremificacion debido a la
de los coloides agrega-
membrana aglutinante.

cias coloidales adheridas a la superficie de los glé-
de la aglutinacion globular y

Rahn, Van Dam y Sirks demostraro
loides a la leche, aumenta la velocidad
fijacién, sobre la superficie de dichos globulos,
dos quienes constituyen asi una verdadera
Habria, pues, sustan
bulos, que provocarian los fendémenos
por ende la ascensiéon de los mismos. '

En resumen: es aceptado que la cremificacion depende de la dife-
rencia de densidad entre el lactosuero y la materia grasa de la leche;
que influye el tamafio de los globulos grasos; pero influiria mucho mas
la aglutinacién de dichos glébulos grasos, determinados por los factores

senalados.
REACCION DE SCHERN-GORLI

El conocimiento del proceso de cremificacién ha resultado suma-
mente beneficioso para el aprovechamiento industrial de los subproduc-
tos de la leche; pero lo ha sido también para el conocimiento de las
caracteristicas fisicoquimicas de la misma; caracteristicas que serviran
para distinguir las variaciones que sufre la leche por la accién de diver-
sos agentes alterantes.

Asi fué que Schern y Gorli pensaron que si el aumento de la tem-
peratura alteraba el proceso de la cremificacién, acentuando las carac-
{eristicas de la capa de crema que se forma en las leches crudas, se
destacaria de tal manera, que podria servir para distinguir las leches
crudas de las calentadas a diversas temperaturas. Sabemos que llegaron
a comprobar que si se agregaba una suspensién de glébulos rojos de
cobayos a la leche, en determinadas condiciones, y se llevaba a 37°
durante dos horas, se formaba un anillo rojo sin sedimento en las le-
ches crudas, ligero sedimento en las leches pasteurizadas a 63° y gran
sedimento sin anillo en las leches hervidas, como todos sabemos.

Se han sustituido los hematies de cobayo por substancias inertes,
colorantes, compuestos minerales, etc., con relativo éxito.

Por arrastre, o por aglutinaciéon y arrastre de los mismos por la
substancia grasa hacia la superficie, lo evidente es que junto al proceso
de cremificacion se opera otro fenémeno que es el de la ascension de
las particulas ajenas a la leche; fenomeno que también se altera por
calentamiento.

Variante del mismo fenémeno seria la aglutinacion especifica de
las células bacterianas y su ascenso con los glébulos grasos a la super-
ficie de la misma.

El fenémeno de Schern-Gorli no interesa en si como interpretacion
de la prueba del anillo o ring test o A. B. R., ya que en ésta intervienen
otros factores ajenos a los citados por aquéllos; lo referimos para ver
los antecedentes sobre reacciones que se presentan en las leches., en
relacion con los fenémenos de cremificacion, para tratar de explicar
los fundamentos de un método que todavia vive en su etapa empirica
y los cuales permitirdn mejorarlo, sin ninguna duda, en el porvenir.
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LA PRUEBA DEL ANILLO, RING TEST O A.B.R.
0. R. DE FLEISCHAUER
Es una reaccién sencilla

por los tutiles reaueridos,
la brucelosis,

por su técnica, por su interpretacion y
¥ es de gran valor practico en la lucha contra
porqge asegura resultados positivos en una proporecion
cercana a los obtenidos por 1a hemosueroaglutinacién, tanto en el diag-

n?stico individual de los animales de un establecimiento, como en la
busqueda de establecimientos infectados.

Se frata de una reaccién aue se

produce en la leche de anij
brucelosos, 1 animales

05 a que consiste en la aglutinacién de una suspension de bru-
celas tenidas, aglutinacién de grumos de brucelas tefiidas con grumos
de glébulos grasos y ascenso de los mismos a la superficie del liquido
en un plazo de tiempo determinado, cuando ese sistema se mantiene z;
una temperatura apropiada y que para nosotros es de 37°.

ANTIGENOS

Fleischauer preparé una suspensién microbiana de Brucella abortus,
la que tiné con hematoxilina, usandola como antigeno. Con ella tuvo
los resultados conocidos que le permitieron sefalar su valor en el diag-
nostico de la brucelosis animal.

Nosotros, en 1947, no poseyendo una descripcién detallada de la
lécnica del autor de esta prueba, pero informados por extractos publi-
cados, de que se trataba de suspensiones bacterianas tenidas con hema-
toxilina, preparamos distintos antigenos de acuerdo a dichos informes
abocandonos al estudio detenido del mismo. Comprobamos entonces
que el antigeno preparado con cepa S a una concentracién adecuada
de 10 %, tenida por el citado colorante, presentaba una sensibilidad
evidente; pero, en algunos casos, aparentemente, era de una sensibilidad
exagerada; y en otros casos mostraba una aparente también inespecifi-
cidad. Procuramos intensificar su estudio orientandonos en el sentido
de obtener un antigeno que nos proporcionara resultados mas satisfac-
torios. Debemos senalar que los resultados fueron mas de una vez con-
tradictorios; contradicciones que en algin caso llegaron a orientarnos
en la técnica de preparaciéon del antigeno que deseabamos obtener. Eso
ocurrié cuando después de preparar una determinada cantidad de anti-
geno realizada con la misma técnica utilizada para otfros lotes, no obte-
niamos los mismos resultados que los logrados con las partidas de anti-
genos anteriores, lo que nos provocé frecuentes dudas. Esos mismos
antigenos, usados después de un tiempo de preparados, daban resultados
normales, lo que nos llamé nuevamente la atencién y contribuyé para
explicarnos lo que al principio no habiamos encontrado. Centrifugando
un lote de antigeno recién preparado y otro de una preparacion ante-
rior se observaba diferencias de absorcién de colorante lo que influia
fundamentalmente en las caracteristicas del antigeno preparado.
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na condicién basica en la prepara-
ben en igual tiempo y no todos lo
a conclusiéon de esa experiencia.

La absorcién del colorante era u
ci6n del antigeno. No todos se absor
retienen de la misma manera; esa era 1 . . ‘

Ensayamos diversos colorantes, ¥ de las investlga‘cxones real'lzadas

to los mejores resultados nos los habia proporcionado
en aql_ld Clotnes iguiente técnica: Se sembraba en agar-
el antigeno preparado con la siguien : : 2he
higado una cepa de Brucella abortus de form"':l .S,’st_e incuba 511 S
48 a 72 horas a 37°; se Jevantaba en suero f131'010g1c-:c,) formola ? 9 se
formolaba despuées; se centrifugaba —previa filtracion para elu_mnar
los restos de gelosa que pudieran levantarse— hasta la total sedm-le.n-
tacién de las células bacterianas; se volvia a suspend(’ar gn suero fisio-
légico hasta que una centrifugacion nos mostrara el 1.1qu1do d_e suspen-
sién limpio; después se calentaba la suspension bacteriana y ‘.E.l’nalmente
se tefiia con una solucion de tionina al 0,25 %. La suspension bacte-
riana se dejaba a una concentracion del 10 % de brucelas en el liquido
de suspension.

Con ese antigeno y absteniéndonos de juzgar reacciones de dudosas
caracteristicas obtuvimos A.B.R. positives en un 65 % de las hemo-
sueroaglutinaciones positivas. Debo destacar que en dichas pruebas to-
maba como tiempo de reaccién 15 minutos a fin de evitar lo que temia-
mos como reacciones inespecificas, porque entonces no tenia suficiente
seguridad para eliminarlas, y los porcentajes mas altos senialados por
algunos investigadores resultan de incubaciones de méas de 30 minutos

las que permiten la aparicién de reacciones positivas que no lo hacen -

a los 15 minutos.

Practicadas las pruebas de A. B. R. paralelamente con las reacciones
de hemosueroaglutinacion y lactosueroaglutinacién, comprobamos que
la reaccion de A. B. R. o de Fleischauer era algo menos sensible que la
hemosueroaglutinacién y bastante mas sensibles que la lactosueroaglu-
tinacion.

Posteriormente continuamos estudiando las caracteristicas del anti-
geno convenciéndonos mas auin de sus bondades y concluyendo que
algunos de sus fracasos se debian a defectos de preparacién, y otros, su-
ponemos —porgue nuestra investigacion no estd atn terminada—, se
deben a deficiente interpretacién del diagnéstico de la brucelosis.

Asi pudimos comprobar que si se tefifa con un colorante no filtrado
Y que presentara precipitado no visible macroscépicamente, las particu-
las no disueltas quedaban en suspension y las reacciones que se lleva-
ban a cabo con él, frecuentemente ofrecian ejemplos de inespecificidad
sobre todo con incubaciones mayores de 15 minutos, particularmente,
con las de 30 minutos y mas, lo que se explicaba como una verdadera
reaccion de Schern-Gorli modificada, donde las particulas inertes esta-
:f;digegzei?ﬁ?::s g;tL;slizaiaFtiCLllas precipit’adas dell colorante o del

y ciones, claro estd, no tenian la nitidez de

1a§ Feacmones positivas tipicas, pero de leerse, debian considerarse como
débilmente positivas.
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Demads esta decir que las ce
este fenémeno mas acusado por
cian de particulas inertes de Ia
Schern-Gorli.

pas de brucelas de tipo R presentaban
que todas las células, en este caso, ha-
s variantes de la prueba del anillo de

tanteL;el;;?,hgimg de t:loloraqtes ocupd nuestra _atencién durante pas-
PO primer lugar tratamos de corregir los defectos debidos
a una deficiente absorcién de los mismos. Mas arriba habiamos sefia-
lado las contradicciones que aparentemente nos presentaban algunos
d? ellos. Ese hecho que debiamos corregir, era de facil solucién, Si las
células no se tenian bien debiamos usar agentes fisicos o quimicos para
aumentar esa capacidad de absorcién y habriamos resuelto.el problema.
Para eso calentdbamos la suspensién microbiana con el colorante du-
rante 15 minutos a 70 grados; luego lo enfridbamos rapidamente y a
las 24 horas lo centrifugdbamos para eliminar el excedente de colorante
y levantdbamos el sedimento bacteriano con solucién fisiologica feni-
cada al 0,5 % —hoy lo hacemos con solucién fisiolégica al 1 %— con
buen éxito. Si al comienzo de estos trabajos habiamos elegido el for-
mol en vez del acido fénico, hoy —como lo explicamos anteriormente—
no encontramos inconveniente con este tltimo que, por otra parte, ac-
tda también como mordiente.

Una vez tenida la suspensién microbiana, centrifugamos nueva-
mente para la eliminacion total del colorante excedente y levantamos
definitivamente la suspension bacteriana en solucién fenicada al 1 %
en la proporcién de 1 c.c. de sedimento por 10 c.c. de suspensiéon dis-
persada o de antigeno preparado.

Entonces obteniamos correctos resultados. Al aumentar la absor-
cidén de colorante por la célula bacteriana se contribuia a sefalar mas
intensamente las caracteristicas del anillo. Con células bien tenidas,
la prueba resulta de una claridad evidente.

Probamos nuevos colorantes debiendo sefalar buenos resultados
con nigrosina, etc. La suspensién bacteriana la preparabamos de la
misma manera que indicamos anteriormente para la preparacion del
antigeno, y la tratibamos con nigrosina, con Giemsa y May-Griwald,
toluidina en cada caso, obteniendo buenos resultados, pero no tan se-
fialados como por la tionina fenicada. Estos colorantes ofrecen reac-
ciones muy similares a los preparados con tionina y algo distintos a
los preparados con hematoxilina.

La reaccién de Fleischauer realizada con antigeno tefiido con he-
matoxilina, se manifiesta por reacciones nitidas, donde la columna de
leche que se ve debajo del anillo se decolora en los casos positivos, de
tal manera aue, practicamente, no deben quedar bacterias en la masa
de liquido. Predomina la ascension total de las células bacterianas en
la mayoria de los casos; en cambio, con antigenos tefiidos con tionina
y los otros colorantes citados, se forma el anillo tipico también con toda
nitidez; pero no ocurre esa decoloracién total de la leche descremada
en los primeros minutos, sino que ella se opera en pocos casos ¥y €n un
tiempo mayor.
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de las ceélulas bacterianas es muy rapida

ioni os parece que cual-

por la hematoxilina; lo es menos con la tlomneartr,lg’ :rovscaré il
quier factor que acelere el ascenso de la cr. D o i
mente la formacion del anillo, 1o ?use qolfeuri;ralo e
ie : spidamente, que en 10 C ' A
cmmgl: lr:sair;igjos altimamente realizados —en losl c}t;ile; n}l‘:g;‘:::e_.
ron los colegas Dres. L. Toértora, R. Lombardo .y fed e.n 1.947
se confirman con este antigeno los resultados. 'obtemF(;s_ Chauer. o

La prueba del anillo o ring test o reaccion c.le : eis s , puede
practicarse con antigenos distintos a la hematoxilina; gerczj ef e aseg;..
rarse una intensa absorcién de colorante; una z_x}.lsencm 1e oi‘mas :
ausencia de particulas extranas, como Prempltacwn de co oranleS,dpre-
cipitados tenidos de los medios de cultivo, y no debe exceder la dura-
id i6n de 30 minutos.
ClOHﬁf frégsgcién del antigeno para la reaccion de Fl'e’ischauer .es
mas delicada gue la preparacién del antigeno para la I:eaccu)n de erg_t
o de Huddleson; por eso, no debe usarse si no se ajusta a tales exi-

En resumen: la ascension

gencias.

TITULACION

La titulacién se hizo usando el procedimiento corriente para la ti-
tulacién de antigenos concentrados. Los elementos basicos para la mis-
ma fueron muestras de leche positivas a la lactosueroaglutinacién con
la técnica de Huddleson y formacion de anillos nitidos con el antigeno
estudiado; las suspensiones microbianas tenidas destinadas a la prepa-
racion del antigeno eran diluidas en proporciones conocidas, cada una
de las cuales era probada con leche positiva a la prueba anteriormente
indicada. Las reacciones negativas deben practicarse con leches negati-
vas a diversas reacciones diagnosticas de la brucelosis, destacando que
deben practicarse la hemosueroaglutinaciéon y el indice opsonocitofa-
gico, los cuales deben dar resultados francamente negativos. Digo el
indice opsonocitofagico porque la simple comprobacién de una agluti-
nacién negativa no indica que las reacciones lacteas deban ser también
negativas, aunque generalmente ocurra asi.

La cantidad de unidades bacterianas no es elemento fundamental
para la titulacién aun cuando los antigenos deben tener una concen-
tracion dentro de limites adecuados; en cambio es fundamental titularlo
en presencia de leches seguramente positivas, dudosas Yy negativas, para
cuyo efecto debe conocerse el diagnéstico del dador correspondiente.

TECNICA DE LA REACCION

.Se toman tubos de hemélisis de 10 mm. de didmetro en los cuales
se vierte 1 c.c. de cada una de las muesira

a cada uno de los tubos con leche, un
prueba; se agitan bien todos los tubos y

s de leche a estudio; se agrega
a gota de antigeno para dicha
se llevan a la estufa de cultivo
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a 37° durante 15 ¢ 20 minutos Nosotros hacemos dos lecturas, una

minut [ i
a 15 0s y otra a los 30 minutos. La primera Puede ser escasa
en algunas muestras de leche; en cambio

LECTURA

Nosotros distinguimos Ios siguientes grados para la lectura:

Negativa.
Dudosa.

Positiva (4, ++, ++4-+, ++++).

En la reaccion negativa encontramos la muestra a esiudio después
del tiempo de incubacién, en la misma situacién en que la habiamos
dejado, notandose apenas un halo blanco en el borde superior que, ex-
cepcionalmente, llega a ser un anillo blanco.

Las reacciones dudosas son aquellas que presentan un anillo de
crema del mismo color que la leche descremada.

Las positivas las clasificamos en cuatro grados establecidos por la
intensidad del color del anillo, por la diferencia de color entre el anillo
de crema y el de la leche descremada y por la medida del espesor del
anillo tenido.

La intensidad del color es indice de la cantidad de bacterias aglu-
tinadas y absorbidas por la crema. Cuanto mas intenso el color del
anillo es evidente que el factor determinante del fenémeno se halla en
mayor cantidad.

La mayor diferencia de color entre la leche descremada y su co-
rrespondiente anillo de crema, o cuanto mas incolora se encuentre la
leche descremada, denuncian una mayor ausencia de bacterias en la
misma y por lo tanto debe interpretarse como un mayor ascenso de las
mismas con la crema. Entonces debe interpretarse conjuntamente con
la condicién anterior, salvo de que se trate de un proceso de reduccidn.

Y finalmente consideramos el espesor del anillo. De una manera
general y aisladamente no podemos usarlo, porque pueden presentarse
anillos de gran tamano con una coloracién débil que no traduce un
ascenso de crema que corresponda a especificidad brucelosa, y en cam-
bio pueden haber anillos de menos espesor pero de intensidad mayor,
que la tienen.

Bruhn senala:

(V32 e hahs reaccion negativa.
B o 5 dudosa.
L s OB b0 & positiva débil.
S S e Baa 2 i

4+ e ¢ b intensa.
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. deni r in-
Vemos, pues, que la reaccion es sencilla por su técnica, por su in
] ’

553 s T
stacion or los utiles requert :
Lerprfi(;ui cagepseﬁalar que el equipo propuesto por Huddleson y Ca

i6 ara el campo, y aun asi
rrillo sélo p.urf\de aceptarsit co:;()l:sc)l};llc(;ggs 1zéle material plastico suge-
A_subsiste la dificultad de o ‘en’ : i G ieGE o s G vt
ridos. En cuanto a los demas utiles no a
corrlgxljlt}e&.' B R esde gran valoz practico) deciamos, en'l,a lucha contra
: ; ; oali la colaboracion de los cole-
la brucelosis. Experiencias realizadas con
tad tintan, confirman lo que dijéramos sobre sus
gas citados, y que se con o !
resultados. Supera su eficacia a la lactosuero .y a '1’3 alergia, y se acerca
mucho a los resultados de la hemosueroaglutinacion. '
‘ Basados en la concordancia de los resultados de hemosu.eroagluh-
- naciones v los A.B.R., el suscrito realiz6 numerosas reaccmn.es con
mezclas de leche que se remiten al Contralor de Lec_h.e para su inspec-
cién municipal, comprobandolas con lactosueros positivos o dudosos, a
fin de investigar el estado sanitario de los rodeos Iecheros. de los esta-
blecimientos que remiten leche para el consumo de la capital. Con tal
motivo se dirigié a las usinas pasteurizadoras desde donde realizo el
estudio de las muestras de cada uno de los establecimientos remitentes.

Primero utilizé las muestras de tarro por tarro y de su correspon-
diente muestra total, y luego, debido a dificultades de orden practico,
continué los examenes en muestras correspondientes a la suma total del
envio de cada uno de los remitentes. Asi logré investigar los dos ter-
cios de la totalidad de las leches enviadas a Montevideo, las cuales
superaban, entonces, los 1.800 establecimientos.

Las pruebas realizadas permitieron localizar el 42 % de estableci-
mientos cuyas leches pertenecerian a rodeos contaminados de brucelo-
sis, a los cuales habria que agregar un 14 % de establecimientos con
reacciones dudosas.

Ese hecho es una de las mas valiosas conquistas de orden practico
del citado método de investigacion. Desde una planchada de recibo de
leche se podia realizar una investigacién epizootiologica que con los
meétodos de investigacion hasta ahora conocidos demandaria un esfuerzo
costoso, prolongado, y en el que debian participar un elevado ntimero
de técnicos y colaboradores. Habria que extraer sangre de los animales
de 1.200 establecimientos, enviarlas a Montevideo para investigar bru-
celosis. No es necesario que me detenga a senalar lo que ello significa.
Solo debo de agregar que esa investigacién, practicada en la leche de
los 1.200 establecimientos, fué realizada por una sola persona, sin mas
colaboracion que la de aquellos aue lavaban los tubos y las pipetas.
Con esos datos es posible en cualquier momento le
demiolégico de la infeccién brucelésica en la cuen
tece a Montevideo.

vantar un mapa epi-
ca lechera que abas-

Es de sehalar que las objeciones presentadas a este método de in-
vestigacién, desaparecen en este caso. Si las leches de animales con
mamitis o que estén finalizando su periodo de lactacién, o las calos-
trales, dieran falsas reacciones positivas, las investigacio;les en mues-



LﬂL REACCION DE FLEISCHAUER O PRUEBA DEL ANILLO, ETC. 1261

tras de f&nVlgs'totales harian diluir tanto las caracteristicas sefialadas
que no influirian en los resultados de las investigaciones practicadas
En cuaf]to a que las leches con un bajo contenido de grasa dan.
{alsas rea(:?mnes negativas, podemos afirmar, con el cuadro que tene-
mos a la vista, que leches de bajo contenido de grasa y hasta aguadas
nos han dado intensas reacciones positivas; y a la inversa leches-'ﬁi';
alto contenido graso nos han dado resultados negativos. Ei confe’f;i’d;
de grasa no influye en el resultado de la reaccion, salvo, claro esta, de
que se trate de leches descremadas. (Cuadro NO 1.) : B

Cuadro N°? 1.

Est. Gr. A.B. R. Est. Gr. A.B.R. Est. Gr. A.DB. R.
101 3,6 + 4+ 163 1,3 + 213 3.5 D
104 3,6 — 168 3.8 — 215 3 HE G
105 3,7 ++ 170 3 k4 239 4,4 D
112 2,6 -+ 171 2,8 — 248 2,7 -+
115 3,5 — 173 3 + 4+ 285 42 —_
116 5,5 D 175 2,9 ++++ 286 3,2 —
118 35 —_ 177 2.9 ++ 290 5.2 +4++
126 4 4+ 182 3,4 — 293 3 + 4+
152 4 + 189 3.6 — 294 3,5 —_
158 4,3 D 200 2,9 ++++ 297 2,9 + 4k

Algunos (‘_i("m]JlOS que nos muestran la falta de relaeion entre materia

grasa y A.B.R. Est.: N? de establecimiento; Gr.: materian grasa.

Los mntmeros de los establecimientos corresponden al protocolo
del trabajo.

Las leches calostrales y de mamitis, se dice, pueden ofrecer resul-
tados de falsos positives cuando se estudian aisladamente. Y bien, si
en algunos casos de mamitis, y en las calostrales, algunas caracteristicas
de viscosidad, etec., junto con una exagerada sensibilidad antigénica pue-
den presentar falsas reacciones, no autoriza para restar jerarquia al
método, sino que se debe buscar la manera de neutralizar tales fenome-
nos, y si ello no fuera posible, sefialar dichas leches por métodos ade-
cuados y no tomar en cuenta sus resultados. ‘A nadie se le ha ocurrido
negar el valor de la hemosueroaglutinacion porque practicada en sue-
ros alterados por hemélisis o contaminacion, dificulten e imposibiliten,
a veces, la marcha de la aglutinacion; o porque en animales recién in-
{ectados o que hubieran abortado recientemente, reacciones negativa-
mente durante algin tiempo.

Otra objecién que se le ha opuesto es la de que sus resultados, en
leches individuales, pueden no ser exactos debido a las diferencias indi-
viduales en el tamafo de los glébulos grasos.

Nosotros no tenemos experiencia de sus resultados en cada una
de las razas lecheras mas comunes, pero nuesira experiencia se ha reali-

P 8
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i exclusivamente en rodeos de raza holandesa y sus resultgdos
e Sy i itivos de hemosueroaglutina-
positivos superan alli al 70 % de los _p051 Y el
cién practicados paralelamente y al mismo tiempo ent el o
males. Quiere decir que si esos son los result:‘ados obtenidos es
de animales cuyos glébulos grasos se caracterizan por tener menor vo-
lumen que los de las leches de ganados Jersey y Ncla’rmandos, ¥y por lo
tanto serian los mas lentos en presentar la ascension de la crema y
por consiguiente la prueba de Fleischau.er, no puec‘le temerse que en
los animales en cuyas leches no predominen los glébulos grandes, las
reacciones sean negativas.

En cuanto a la influencia del tenor graso en los resultados de la
reaccion, debemos recordar que en experiencias realizadas en el Con-
tralor de Leche, y citada anteriormente, no habiamos. encontrado relg-
cién alguna; y en ocasion de las investigaciones p?actlcadas en las 'us1-
nas pasteurizadoras de Montevideo se hicieron més de 300 determina-
ciones de materia grasa, no encontrando, tampoco, ninguna relacién en-
tre ellos, baste decir que hemos tenido reacciones intensamente posi-
tivas con tenores grasos de 4,2, 4, 3,6, 3, 2,9 y reacciones negativas
con tenores grasos de 4,2, 3,8, 3,6, 3,4 y 2,8. (Cuadro N9 2.)

Cuadro N° 2. :

A. B. R. positivas

Est. ‘Farros e ds ol S et St = D IS G
10 12 8 = = = 5 4 shatels
11 6 3 2 = = = 1 +++
13 7 — = = = = 7 =
32 14 1 — 2 1 — 10 +4+
41 23 6 5 6 2 1 3 G Ea
12 8 2 2 — 1 = 3 v
44 4 1 —_ 1 1 — 1 ++
47 3 — 1 — — — 2 D
18 3 — — 2 1 — 1 N
50 3 — — — — 1 > N
52 4 = — 2 1 — 1 N
55 12 —_ — 3 4 1 4 N
56 6 1 1 1 — — 3 ++ 4
61 3 1 — —_ — — 2 +++
68 4 —_ —_ —_ 1 2 1 D

(‘-11:}(11'0 :[_c-nml:n'rntivo de los resultados obtenidos on una parte de
la investigaeién realizada en una usina pasteurizadora. En la pri-
mera 00!111111::1 el ntmero que asignamos a eada tambo, en la sl'(urlulb
da el nimero de tarros que envia cada remitente: si,guen ‘l'lq ?-m.
tro colummnas correspondientes a las distintas reacciones )c')-;itiv-‘
Y luego de las dudosas Y negativas. Finalmente, la G es ]-11111.110*’:;‘['5

total de la reunién de todos los ’tm'ros. 45" g
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En cuanto a la especificidad de la reaccién, debemos sefialar que
no solo la hemos enfrentado a la hemosueroaglutinacién, por entender
que ella sola no es suficiente para la total definicion de la entidad mér-
bida estudiada, sino que hemos recurrido paralelamente a la alergia
brucelosa, a la lactosueroaglutinacion y a la determinacién del indice
opsonocitofagico. Este trabajo estd en marcha y préximamente podre-
mos dar ntmeros que completaran lo que estoy expresando. Al mismo
tiempo hemos preparado antigenos similares al utilizado para la inves-
tigacién brucelosa, pero usando cepas de Staphilococcus aureus y de
Pseudomonus pyocianea. Con ellos, particularmente con el primero, tu-
vimos algunos resultados positivos, pero no coincidentes con los obte-
nidos con el antigeno de A. B.R. Lo que nos ilustra méas sobre el valor
de la prueba. Esto sera objeto de nuevas investigaciones.

En resumen: La reaccién del anillo o ring test o A.B.R. o de
Fleischauer, es un valioso método para la investigacion epidemioldgica
de la brucelosis animal en la cuenca lechera, fundamento imprescindible
de todo propésito de profilaxis de la brucelosis. Dada la sencillez de
su técnica, de la posibilidad de investigar en muestras de leches mezcla-
das y de la claridad de su lectura, es un método que puede usarlo el
veterinario en su trabajo diario, y si pudiera divulgarse tanto que todos
los productores lo conocieran —cosa que me parece imposible— seria
un medio del cual podria valerse cada productor para no admitir el
ingreso a sus rodeos de los animales reaccionantes. Como esto en nues-
tro medio no es posible, podria circunscribirse a aumentar los elementos
diagnésticos de uso practico del veterinario.

Pero entiendo que su valor es mayor aun.

Ajustada su técnica a condiciones de seguridad, que en ningan caso
deben faltar, es un método que deben practicar las autoridades de sani-
dad animal en todo plan de lucha contra la brucelosis animal.

Esto es lo que sugeriamos en 1947.

No podra sustituir a la hemosueroaglutinacion; pero asociandola,
pueden simplificarse y mejorarse los trabajos de profilaxis de esta
ZOO0Nosis.

Esta opinién ya fué expresada por investigadores daneses como
Norell y Olson, Seit y Jorgensen, y Bruhn. Y lo particularmente sig-
nificativo es que Dinamarca, pais donde se realizaron las experiencias
mas interesante, prolongadas y extensas, la reaccién de Fleischauer se
utiliza como test oficial en la profilaxis de la brucelosis asociado a la
prueba de hemosueroaglutinacién.

Alli un rodeo puede declararse libre de brucelosis por la prueba
negativa repetida de ring test, por tres pruebas de Fleischauer negati-
vas consecutivas, practicadas a intervalos de cuatro meses y una prueba
de hemosueroaglutinacién practicada tres a seis meses después del ul-
timo A.B. R. negativo.

Las reservas que puede presentar esta prueba deben ser superafjlzas
por una eficiente preparacion del antigeno, una acertada interpretacion
de la prueba y eliminacién de las muestras cuyos resultados puedan
ofrecer dudas (mamitis y calostro).
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Con la colaboracién de los colegas Dres. Lombardo y Tértora y e]
Sr. Fontan, continuaremos estudiando algunos de los problemas que pre-
senta esta técnica de diagnéstico de la brucelosis animal, a fin de cola-
borar en la lucha contra la brucelosis en nuestro pais.

Dado el caracter de esta conversacién, y a fin de permitir las ob-
servaciones y preguntas que los colegas quieran hacer, suspendo aquj

esta exposicion.
Si es de interés de los colegas dispongo de datos concretos de lag

experiencias realizadas.

Debo sefialar que estos trabajos se han realizado en el Centro de
Investigacion de la Brucelosis que dirigia el Prof. Dr. Pablo Purriel,
¥y que despues se llamé Departamento de Enfermedades Profesionales
del Banco de Seguros; en el Laboratorio Central del Contralor de Ie-
che y en el Instituto de Bacteriologia de la Facultad de Veterinaria.

Han colaborado también, ademds de los colegas citados mas arriba,
Yy a auienes agradezco, los Dres. Boris Szyfres, Benigno Varela Rodri-
guez, Q. F. Sra. Olga P. de Tértora y Br. F. Laborde.



