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EDITORIAL

El fin de la caballeria

Ef Conde de Yebes, gran casador y autor de libros de mon-
leria, ya famosos en FEspaita, ha plosado en el popuiar diario
ABC (edicion sevillana 21 mayo 19hoy (& aparicion de un libro
sobre puestra guerva de liberacion escrilo por wn tngles que
combated en las frlas franguistas deponadaneenie durante toda la
contienda.
Peter Kemp es el antor de «Mine were of lronbilen, titulo en
! espanind o« Legtonario en Espaian, porque fué en las filas legio-
R naries donde el buen amipo de Espasia s¢ batio comn los buenos
¥ fué herido varias veces.

| Hemas de comeniar agni solamente, entve los comentaries de
toda Endole que el libro del tnglés sugiore al Conde de Yebes, la
SOEpresa gite causa a amhos el comprobar que la guerva espadiola
wf1té el telin final de la fntervencion, de la acinacion, tal y co-
i hasta entonces se entendia, de esa bella y plovivsa Arma de
Cabatleria, actor principalisimo de lodas las gueyvas y en fa
historia de la guerra desde gue fa guerra exisie», son sus pala-

bvas.

. Y continin: «Qué duda cabe gue fos kechos de armas de ague-
T Ha inconeparable Caballeria nuestra, que se cubric de gloria en
s el Pusrio del Prco, en Singra, en el Jorama y que culmind en
F: aguel arrollador e tiacontenible despliegue de vetnie escuadrones
y eit el Alfmmbra, como tal Calalleria «a caballos jué ef colofon de
e la iisiovia de la Cabalieria en la hisioria de la puerra en ol
r nendoy,
i

:
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«lista guerra puestra... dio fugar a considerar ya iniieil este
armar. sNo creemos fncuvir en orvor en esita aftymacion. Con-
sideremos a £o gus e los cuadyos de wuesivo Ejéreiio y en los del !
mundo entero ha guedado reducida la Caballeria. Su ntilisacion
Praciica nunca lo sevd wds que en peguenisima escala, en levres
205 de especial configuracion monianssa, para pequenas opera-
ciones de 15po policial y de limpresa o en accion de persecuciin o
explolacion de fos éxilos conseguidos previamente por (as ves-
tagtes s, coptra un eféreito en plena devrota o fuga; ejent-
plo, la actuacion de la Caballeria viesa contra of efévcito aleman
en absoluta desbandada y hnida en la ditina guerva muadialy,

«LEsta opinion del Conde de. Yebes es hoy fa peneral en ef mun-
do entero, muy fratada por lo demds en vevisias militares espe-
craltzadas y tenida muy en cuenta en las reorganizaciones mili-
tares que hacen los Estados Mayores de los mejores eféreitos del
metndo.

A ello responde la disolucion efectiva del Arma de Caballe-
ria en algunos patses, Recordumos rectentemente gue en Suiza,
pais tan amante del caballo, se diselvid offcialmente la Caba-
lleria como tal Arma fundamental, y los estandaries de sits re-
gimientos se depositaron en los Museos oficiales.

Esta disminucion, y casi anulacion de la Caballeria castren-
se, tiepe su Similar en las aplicaciones civiles, especialmente
agricolas del caballo y oires dquidos. En nuestvo pais, el ganado
wmular sigue pareja decadencia, 5

Y, sin embarpo. nos prepuntamos: ¢no serd una de tantas pi-
ginas pesimistas y lNorosas como se vienen escribiendo desde
hace siglos sobre los caballos, estas que leemos tambien ahora’.

No es que neguemos los hechos de fa decadencia, que en nies-

iro pais adgriere fonos mas elegiacos por la imporiancia cada
wez mayor de la hipofagia, pero acaso se exageran.
. Porque enfrente del hecho peneral, existen hoy en toda Eu-
#opa signos evidentes de un resurgtmiento de la cria cabatlar,
especialmente en las regiones de fradicion hipica, acreditadas
durante siglos por sus buenas condiciones caballares.

A nuestro parecer, el hecho geneval que comentamos se puede
conckelar e esta conclusion: el caballo y sus congéneres kan sido
Sustiinidos en el mundo entero por el molor mecinico en todas
sus aplicaciones militares y civiles, y en consecuencia se ha res-
tringido la wasa hipica del mundo, pero ello no quiere signifi-
car iti i desaparicion, wi su desaprovechamiento total, gite conti-
nutardan stendo wiiles en tonos y medidas gue el tiempo ird deli-
neando, awngue solo fuere en el campo puramente agricola 3
deporiivo. .
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Métodos de medida de la heredabilidad

por el
DR ANTONIO RODERO FRANGANILLO (%)

(Continnaciin)

mientras que entre el genotipo de un individuo v el fenotipo de otro

. r (G G4 E) re
miembro familiares r,, = ———— = ==1h
E .'l‘- 1' 11 :P
La correlacion entre genotipo y fenotipo dentro y entre individuos
se evidencia en la Fig. 1, ['oy g =i F sy et U St i) s

2 2 2 22 §
Ree faye; -5 @rp e, + WL 40Ty g Aunque
los efectos epistdticos y de dominancia tengan vn valor real, pue-

den ser igual a cero T im0 Ty gy S GHPC L CRRO S =

h;' g ra; F NS i rJ] uj =h;g."1'0. 6 T u* Fup upe Cuando T uy uz
+ 0,¢l valor de w*r, - se tiene que deducir del estudio de la corre-

w“Q
lacidn fenotipica.

La correlacidn que se utiliza en algunos métodos de medida de h?
es la llamada correlacidn intraclase, La varianza de una muestra pue-
de sepurarse en dos partes: una que manifiesta la variacion propia del
azar entre individuos tratados igualmente (37), y otra que se origina
por causas genéficas y ambientales propias de las submuestras ( “.i)
La suma. -2 - -,; es la varianza total de un conjunto de individuos,

tomados al azar, de la poblacion de la que se exiraen lds muestras.

La rezén = es lo que recibe el nombre de correlacién intra-

clase. Se llama correlacion porque el numerador indica la varianza
que es comin a los individuos (covarianza) y el denominador es el
promedio de la variacion que afectaria a los mismos, si.no estuviesen
clasificados en submuestras, Otra forma de expresar la correlacian

S g
Q7

(k" . donde $? = suma de los cua-

y
infraclase es r. = - —
x

(*) Laboratorio de Biologia y Departamento de Zootecnia. Facultad de Veterina-
ra. Cardoba (Espafa)
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drados medios individuales, S; = suma de los cuadrados medios
entre los grupos, y K = niimero de individuos en cada grupo. Este

procedimiento se utiliza frecuentemente en los métados de correla-
cién entre medios hermanos, de gemelos univitelinos y de repetibi-

lidad de caracteres,

A

GI. Do, P4

TeyGa, T, gy Tentp, Ty,
G'b\ °°;.\ 2 2
RN
Gey by >,

Fig. n.* 1 —Relaciones biométricas entre 1os individuos P y Pe. Ca, Do
v Ep indican los efectos génicos aditivos, de dominancia y epistaticos.
U representan el efecio ambiental (Le Ray)

En Biometria, el término de regresion, utilizado por primera vez
por Galton, para designar el fenémeno de que la media de la expre-
sidn de caracteres en los hijos tiende a la media de los padres, viene
a sustituir el matematico de funcién. La regresicn expresa en forma
de ecuacién la inferencia de dos o mas variables determinadas en ca-
da miembro de la muesira, Se habla de regresion lineal cuando la
funcién toma la expresion p=ax -4, en donde a es ¢l coeficiente de
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regresion; y de regresion miltiple, cuando son mas de dos las varia-
bles, que en su forma mds sencilla se expresarian COmMO. y==b-;
8,12 % + @,; Xz, siendon,, v a_,, los coeficlentes de regresién

yl.2 vl
parcial. El primero de ellos SEILE, vla regresion de Y sobre X, in-
dependientemente X, ».

[ntimamente ligado con el concepto de regresion se encuentra el
de coeficiente vial (path coefficient). Este se define, para la direccion
de X a Y, como la porcién de desviacion tipica de Y que es debido a
variacién en X, Es un coeficiente de regresion tipificado. Si B—=coefi-

ciente de regresion, Y-V ==B (X—X) + C(Z-Z), ¥ \:3 e

Bax  (X=X) 2l L s coeficiente
1 .

I "] % Iy

vial, que indica la via de influencia X — V.
Si se considera una variable V, determinada pf.-r otras, Vi, Va, Vi,
Vi correlacionadas entre si tenemos: ]

for == Por 1~ PoaTizs s vio vencis s vonas uns + pok MK,
faz == Poz -+ Pos Mze oo e g { PoK T2x
TOK = POK 1= POaT2K e oo covenis e 1= Pot M1k
00 = Pot Foi = Poz to2+ -« 4 Pog Tok + P = L.

L]

La solucion de las K ecuaciones normales, por la regla de Cramer

; w1 A ¢ s
da, por=(—1) 7 o 10 que demuestra que éste meétodo es indén-
tico al de regresion multiple. .

La aplicacian mas interesante para el objeto de éste trabajo es la
deduccidn de la correlacidn entre dos variables (X e Y, por ejem-
plo) que son funciones lineales de algunas variables comunes. Sean
X=B+BiZi+B:Z; +B:Zi+ E

=C+CZ4+CL4CiZ +E
que por tipificacion dan las expresiones x = by z; -+ by z; — b
23— Pprbe i ¥y=0 2 +cp2+c32z3+py e . La correla-
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cién entre x e y, slempre que E; y Ep no estén correlacionados, es:

Pay =C0V (%, N =(b; 2y = by 2y + b3 13) (1 g + 2 22 + 3 23)

=Dy e + by rz cpfby oty oy byey by ry € by

€3 +b3cs + b3 15 ¢ +by rp g = ? Pxi Py +_§1Pn fij Py =
1¢

by 1y
Z Pxi Pyi + | B2 €2 rgy) 8l pyg = by
! | b] Cy 23
Mediante el analisls de varianza se puede descomponer la varian-
za total de una muesira en las distintas parte que se originan por cau-
sas diferentes asociadas a la estructura del fenémeno. Su aplicacién
a los métodos de medida de la heredabilidad surge facilmente al re-

cordar que el paso previo es descomponer la c?: en sus elementas.

El andlisis de varianza se realizard segin el método elegido. Los
casos mas frecuentes son los que describimos a continuacion.
- Si s machos se han cruzado con d hembras y cada cruce ha pro-
ducido n descendientes, es conveniente realizar el sigulente cuadro
de varianza.

+ Cuadro n.® 1.—Andlisis de varianza

Fuente de variacion | Grados de libertad | El cuadrado media

(G, L) es una estimacion de
Entre padres 51 Q + nD + ndS
v madres 5 (d—1) Q+ nD
(dentro de padres)|
Entre hijos | ds (n—=1) Q

La tercera columna analiza los distintos cuadrados medios en sus
elementos mas sencillos, siendo Q, D, y S los componentes de la va-
rianza asociados con los descendientes, con la media de las madres,
dentro de su grupo paterno, y con los grupos de los padres, respecti-

1 2
vamente. Los valores de estos componentes son: () = 5 :é ot g

ﬂz. De aqui que la heredabilidad serfa h® = Qaj[?.?s -
(D+8) y
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Otras veces el anlisis de varianza se presenta bajo distinto as-
pecto. Si Yy . indica el descendiente n.° K del padre n.° | en el afio

n.’ i, se puede escribir la siguiente ecuacién lineal: Yy p = u +
¥i Sy Fe 1 (=1, 2000000 a), (=1, St )y (Gomsel, 81
njj ).

En la ecuacidn, 1 designa la media de la poblacion, y; el efecto
debido &l aiio i, s; el efecto debido sl padre Jj, dentro del afio f, y
e el error propio del azar asociado con las medidas individuales.

El cuadro de varianza serfa:

Q

Cuadro n.° 2

Fuente de | G. L. Suma de cnadros El cuadrado medio es una es- {n'erprelacién de
variacién S. C timacion de e I?T;!l):‘;:;:;s

- 0 i 2 2
Total N--1 %??Y —Y..%N 1E(L_1)_ s (K; — K3
Afos  [L—1| 3V, ...%n =Y...4N| + *N=K,)

! i S | ¥y 2 z

Padres |m—L! 3{sY./m. -Y..%n |2 (- e g 2P
dentro de fil A i e bl ot & l) E e
afos

il Y ¥—SSY:¥n;:| 2 |2l g
LR mﬁ%f fik ?12 i | o (N—m) | ek i

N=n.° total de medidas realizadas; L=n.® de aflos, m==n.® de

padres por cada subclase de afios,

3 e S 4 22
2 T L &g £y R
i N N :z Ll 5c2

Todos los métodos de medida de la heredabilidad se apoyan en
la comparacion de las varianzas de los animales fuertemente empa-
rentados, y por tanto con gran similitud en el genotipo, con las va-

* rignzas de los animales menos emparentados y por consigulente con
mencs semejanza genotipica.

En la eleccion del método deberd tenerse en cuenta el material
que se maneja y la serle de causas que pueden determinar un fuerte
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error en el valor de |a heredabilidad, para que el cdlculo sea lo més
exacto posible.

Los métodos de la heredabilidad son los sigulentes, segtin Lush
(1949);

1) Lineas isogénicas.

2) Semejanza entre los padres y la descendencia (correlacién y
regresion).

3) Semejanza entre hermanos (correlacién entre hermanastros ¥
entre medios hermanos)

4) Semejanza entre parientes lejanos

5) La repetibilidad de caracteres.

, 9 Laigualdad o irregularidad de caracteres que aparecen bila-

teralmente en el mismo individuo.

1) Lineas isogénicqs,

Las lineas isogénicas estan constituidas por individuos con idénti-
co genotipo. En el reino vegetal es frecuente esta condicidn, porque
existe la posibilidad de qutofecundacion. En el reino animal solo se
encuentra en forma de gemelos univitelinos, si bien las lineas con-
sanguineas durante largo tiempo se aproximan asiniGlicamente a
esta condicion (para Lush . 90 °/,). En las lineas isogénicas se tiene
en cuenta la varianza de dominancia y de epistasia que, resultan idén-
ticas en los gemelos, del mismo moda que la varianza génica ray Gy

= Ip; by == Ny 1, = 1. Se obtiene por tanto un valor de hi,y no de
2
he.
La varianza dentro de gemelos univitelinos es fotalmente ambien-

tal. Si se compara con la variacion en poblaciones panmicticas puede
dar una estimacion de h®. Si B es la varianza entre gemelos y V la
: el 15 = V—-B
varianza entre los individuos de la poblacidn, h* = o6 i l.as rela-
ciones biométricas entre mellizos se expresan en la fig, 2. En ella h,
u y w son coeficientes viales,
Se pueden considerar dos casos:

A) Los individuos de una pareja de gemelos se encuentran en el

mismo ambiente. (Us, = Us, = Uy v Ur igual 0 semejante a Us por
tanto ru, u, = O).
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En la citada fig. 2 se observa que rp,p, = h'fvru, y -+ 0° Tuy uy (2]
que en el caso de gemelos univitelinos, en que ry, 1, =I, S€ convier-
te enrp, p, = hi, + ¥ ra, o B3],

El tamano de Uy, no interviene, en el caso de genotipos iguales, en
la correlacién rp, p, . No sucede lo mismo cuando la correlacion

Uw,

b~

Tﬁl"’ﬂb

.
o

Fig. n.” 2, ~Relaciones biométricas entre mellizos (Le Roy).

tiene lugar entre dos individuos cualesquiera. Entonces r'p, p, = h
. ‘e .,
I'H1 Hy - u# LTPRTTRS W“;_i T, Ue, enla que — 1 ‘\\‘;r Uy, uw! g.\. 1.
Siru, vy ¥ W, son iguales a cero, lo anterior se convertird en ' », p,
oy, (4)
B) Los dos individuos de una pareja de gemelos univitelinos es-
tén en ambientes diferentes (Uy + Up y ry, u, + 1). La correlacion pa-

ra los gemelos serd re, py=h®+ u'ru, u + Wi ru,, uw‘slendn
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— L Tug U < 1, que para ry, u = Uresulta 1y o, = h* + wi,,

La correlacidn entre dos individuos que no perlenecen a la misma
pareja de gemelos es r'p p, = b ry, i+ n tuy u, + cWH en la
que W* es en parte una funcicn de Wfa i i S T
Cuando ry, u_y las relaciones entre genotipo y ambiente son nulos,
las igualdades anteriores s convierten en ofras semejantesa (3] v [4].

Tanto en el caso A como en el B se puede llegar, si se realizan
las experiencias bajo clertas condiciones, a las formulas siguientes:

- | = E

rpy py~ hﬁ, =W ru Uy §or'p ey = U rug upde las que se obtiene

h‘i. = Ip; p, — I' b v, , Suponiendo que se han eliminado todos los in-

dividuos con la misma influencia ambiental y que la relacidn entre
genotipo y ambiente es cero,

El andlisis de varianza se puede realizar de dos formas diferentes.
Una, segin la descripcién de Thoele y Hervey, (1952) més simple y
de mas fdcil comprensién; y otra, de acuerdo con (. Bonnier y
A. Hansson, (1948) algo menos sencilla, pero de exposicion més ele-
gante. La primera seria:

Cuadro n* 3
'Fu!me de variacién la i M. Componentes de la varianza
* = | (cuadrado P )
S . medio)
Entre pares n—1| My % =24} + oy
Dentro de pares |n | M, | = A
Total -t ,EnAI! ME-Q-MWI =2 (a8 + 38T ayg)

En donde n=n." de pares mellizos monocigotos, My = cuadrado
medio entre pares; My = cuadrado medio dentro de pares, f = va-
rianza debida a la herencia; o} = varianza debida al ambiente; y <},
== varianza debida a la interaccién entre herencia y ambiente,

_ Mp— My, S os My~ M,
& == 5 " s Tt ) Mg+ My

{Continuara)
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Memoria de los frabajos realizados sobre brucelosis en

el Instituto Provincial de Sanidad de Cérdoba, bajo la

direccion del prolesor Sanford S. Elberg, por los beca-
rios del Colegio Olicial de Veterinarios

Anlonio Garrido Contreras y Jos¢ M." Gutiérrez-Ravé

(Continuacidn)

Los mismos sueros a los catorce dias de ser sometidas las cabras
4 una reaccidn intradérmica

Con algunas cabras negativas
N 113 20 24 a la serologia, se hicieron autop-
s Vi sies con la idea de aislar a ser po-

(9! - IS

}:53 L i ofe il sible algunas brucelas de sus teji-
V00 e Tt dos, ganglios principalmente, pues
1200 4- 4+ + + sabido es que cabras negativas a
:'ggg i r - las técnicas seroldgicas, pueden te-

SRt BTG A T ner brucelas acantonadas en sus
drganos sin que se movilicen las defensas orgédnicas. No nos cons-
ta que se aislara ninguna.

Los ganglios en los que principalmente ha recaido el estudio han
sido: Submaxilares, parotideos, preescapulares, mediastinicos, hepé-
ticos, mesentéricos, mamarios y precrurales. También se buscaron
en higado, bazo y ovarios. ;

Eliminadas como resuitado de los anterfores estudios y deducien-
do también las muertas por diversas causas, la experiencia se efec-
tud con 56 cabras. (Hagamos la salvedad, que anteriormente a la va-
cunacion de los lotes, se vacunaron con fechas espaciadas tres o cuas
tro cabras con objeto de recuperar la cepa de vacuna de sus tejidos).

Estas cabras se separaron en dos grupos de tres lotes cada uno. El
primer grupo lo formaron las cabras vacunadas (26); el segundo los
lotes testigos (30 cabras).
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Grupo de cabras vacungdas:

La vacuna de Elberg, se trata de una cepa de Br. melitensis, de-
pendiente de la estreptomicina, avirulerta para la cabra y que parece
ser, crea en estos animales un fuerte estado de inmunidad, superior al
de las otras vacunas conocidas. Desde el punto de vista bacteriologi-
co esta cepa, se comporta del mismo modo que una cepa de Br. me-
litensis virulenta, por tanto sus caracteres morfologicos, tintoriales,
inmovilidad, requerimientos culturales, efc. son idénticos.

Sembrada la cepa en albimi-agar o agartri-ptosa, es recogido el
cultivo, a las 72 horas de incubacién, con solucion de Zobell's previa
prueba a la tripaflavina para estudiar su estado de disociacion; de
este modo se consigue una emulsién madre a partir de la cual se pre-
para una suspension con millonaje adecuado, cuya valoracion no nos
es posible sefialar, por no habérsenos indicado,

Las vacunacion de los tres lotes se realizaren en el mes de Enero
de 1938 y durante las tres semanas siguientes a la vacuna, se hicie-
ron periédicamente hemocultivos con el fin de recuperar la cepa.
También y durante varios meses se fué valorando el estado de inmu-
nidad que iban adquiriendo, mediante aglutinaciones.

Para dar una idea del aumento considerable de la tasa de agluti-
ninas en sangre después de la vacunacion, vedse el siguiente cuadro:

Aglutinaciones efectuadas antes de la vacunacion:

Solucion salina 0'85 */,
ne | 10 L2 | a0 ’ 1/80 ‘1;160‘1,‘320|
R e e e '
Gy B e R
e R o
o7, T AR B OO (R
SERIN DS it e ek |
8 | 25| — | == = | —|
60 STl T, 3 Yy ] ‘ < =
‘ o e i O i BT S
68 | B0 | 25| — | —|—|—|
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Aglutinaciones a los dos meses de vacunadas:
Solucién salina 085 °/,

1180 | 11160 | 1/320

| ne |10 | 1o | 10

L3 | 100 10 100 100 100! 100
| 45 | 100 (00| 100] 100] 100} 501
| 50 | 100|100 100 | 100| 100 100
53 | 100| 100 100 100| 50| 30|
56 | 100/ 100 100 100{ 100 | 100
58 | 100 100 100, 100 00| B0
60 | 100 100 100|100 | 100 | 80 |
62 | 100| 100 | mol 100 | 100 | 100
62 | 100| 100 | 100 100 | 100 | 100 |

La interpretacién de estos resultados ha sido hecha siguiendo 1a
pauta que mas adelante detallamas.

A primeros de abril, es decir cuatro meses mas tarde, se infecta-
ton dichas cabras con la cepa virulenta de Br. melitensis 6015, para
determinar el grado de proteccion de la vacuna. La dosis infectante fué.
inoculada en regidn preescapular, en la cantidad de I mililitro, de esls
forma:

Primer Iote: Inoculacién de 1.000.000 de brucelas/ml. (107

Segundo lote: Inoculacién de 10.000.000 » » o (107)

Tercer lote: Inoculacin de 100.000.000 : A (109

A las nueve semanas se comenzaron las autopsias para compro-
bar 18 ausencia de brucelas virulentas.

Grupo de cabras testigo:

Los lotes de cabras controles no vacunadas, fueron intectados el
mismo dia que los vacunados, de la forma siguiente:

Primer lote: Inoculacién de 10.000 brucelas/ml. (10

Segundo lote: Inoculacion de 100,000 » )

Tercer lote: Inoculacion de 1.000.000  » » (105

Al igual que en las vacunadas las autopsias comenzaron a las
nueve semanas, para comprobar mediante aislamiento la persistencia
de Ja cepa infectante.

Aunque no somos los indicados, para sentar conclusiones sobre
la experiencia, siqueremos dar nuestra opinién sobre algunaos pun-
tos que creemos serdn dignos de tener en cuenta a la hora de valo-
rar resultados, sobre la eficacia de esta vacuna:
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1.2 Tengamos en cuenta que la vacuna no se ha podido ensayar
en el medio natural, d=bido a que el Dr, Jimeno de Sande, con buen
criterio, y basdndose en los acuerdos adoptados por ¢f Comité Mixto
de la FAO/OMS, reunido en Lima (Perd), en Octubre de 1957, indicd
que ninguna vacuna viva contra la brucelosis, puede ulilizarse en el
medio natural sin haber sido demostrada su inocuidad con enteriori-
dad.

2.%= Na se ha comprobado un hecho que a nuestro medo de ver y
pese a que el Sr, Jimeno de Sande lo ha sefalado v advertido en va-
rias ocasiones, tiene fundamental importancia. Este es, que no se
han realizado pruebas encaminadas a comprobar la no eliminacion de
brucelas de la cepa de vacuna, en la fase nesativa de la inmunidad,
por los emuntorios naturales (heces, orina, flujo vaginal eic.) Estas
pruebas debieron tenerse en cuenta, masime, si pensamos que la ac-
cién patogena de la brocela vacunante, no estd determinada en el
hombre.

3.° Si consideramos que en brucelosis caprina los dos signos cli-
nicos de infeccion mds concluyenies son las artritis y los abortos,
[6gico es pensar, en la necesidad de completar la experiencia con ca-
bras inmunizadas, prefadas y posteriormente infectadas, con el fin de
poder valorar las incidencias de abortos, que naturalmente, deben ser
nulas. En otra ocasion dejamos dicho que las pruebas realizadas en
Malta ¥y América, sobre éste punto, se consideraron suficientes.
Nosotros opinamaos, que hubiera sido interesante ensayarlas en este
Centro.

4.° En el curso de la experiencia, se aprecid, concrelamente en
dos cabritas vacunadas, una claudicacion debida a inflamaciones arti-
culares, que dadas las circunstancias, creemos pesible achacarlas a
la cepa de vacuna. Este hecho, pese a sugran importancia, no se

- comprobé porque dichas cabras fueron sacriilcadas sin posterior
autopsia e intento de aislamiento de la brucela.

8. En los primeros dias que siguen a la vacunacion, es decir en
plena fase negativa dela inmunidad, la cepa de vacuna persiste en el
organismo de la cabra, y posteriormente, una vez creadas las defen-
sas, debe desaparecer de los distintos tejidos, incluso de la sangre,
Esta regla Inmunoldgica no se camplié en dos cabritas del lote de
las vacunadas ya que continuamente y dardnte largo tiempo, sus he-
mocultivos fueron positivos.
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6.° Creemos, que los estudlos finales da la experiencia, no fue-
ron lo suficiente categéricos y serios que el caso requeria, ya que
las detecciones dg la cepa de brucelas infectantes en las cabras testi-
go, asf como la comprobacién de la ausencia de dichas brucelas en
los lotes vacunados. no se hizo siguiendo las reglas bacteriolégicas
necesarias para el aislamiento e idenlificacién de brucelas, puesto
que estas comprobaciones fueron hechas no solo en muy poco tiem-
po, sino también utilizando dnicamente como medio de identifica-
cion los caracteres morfolégicos de las colonias y despreciando prue-
bas de tanto valor como la aglutinacién con sueros monoespecificos,
accion bacterlostatica de algunos colorantes y tinciones simples o
selectivas.

7.2 Finalmente, aclararemos que aunque en principio, como he-
mos dichos varias veces, se acordd experimentar la vacuna con ani-
males completamente negativos a las distintas pruebas diagndsticas,
practicamente no fué asi, puesto que se utilizaron algunas cabras
cuyos sueros poseian un bajo poder aglutinante reflejado por titulos
de 1/10 a1 20, Esta conducta no se siguié caprichosamente, sino un
poco forzada, dada la imposibilidad de reunir el numero de cabras
deseado con negatividad completa.

Experimentacién con las muestras de cabras
de las distintas localidades provinciales

Se ha complementado el experimento con la confeccién de un in-
dice de infeccidn del ganado cabrio de los principales pueblos de la
provincia, mediante el estudio de muestra (sangre y leche) de aproxi-
madamente un 10°', del censo caprino de cada pueblo.

Han sido analizadas unas 1.599 muestras de sangre [.161 de leche
que corresponden a las siguientes localidades visitadas: Bujalance,
Montilla, Puente Genil, La Rambla, Lucena, Luque, Castro del Rio,
Villafranca, E| Carpio, Pedro-Abad, Montoro, Villa del Rio, Ada-
muz, Villaviciosa, Villaharta, Espiel, Villanueva de Cardoba, Po-
sadas y Almodavar,

Pese a que esta experiencia, fué labor exclusiva del compafero
Ruiz Prieto y de nosotros, sentimos muy de veras no poder comen-
tarla ya que los libros donde estan registrados todos los datos no
se encuentran en nuestro poder. No obstante esperamos que, por
quien corresponda salgan algin dia a la luz las conclusiones, no solo
de esto sino también de la tolalidad de experiencias realizadas.
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Experimentacion con las muestras procedentes
de cabras socrificadas en el Matadero de
Cordoba.

Han pasado del centenar los andlisis reglizados con cabras sacri-
ficadas para el abasto piblico en el Matadero de esta capital.

Las muestras (sangre, ganglios, higado, bazo y ovarios) eran reco

‘gldas en botes estériles con todas las precauciones posibles de
asepsia, muy limitada por clerto, como es facil ¢e comprender.

En el laboratorio, se intentaba el aislamiento de brucelas a partir
de estos productos y se estudiaban los titulos aglutinantes de los
SUEros. ’

Lamentamos no poder dar mds datos sobre estas cabras.

Experimenigcién con muestras humanas

Hemos hecho algunos estudios seroldgicos con sangres proce:
dentes de personas que mds o menos tuviesen alguna relacion con
cabras (familias de pastores, matarifes etc.); observandose en algu:
nos, cierto paralelismo entre el poder aglutinante de sus sueros y su
mayor convivencia con este ganado,

Técnicas seroldgicas empleadas

Las dividimos en: i !
Realizadas con suero sanguineo,
Realizadas con leche.

Realizadas con suero seagufneo

a) Técnicas cuantitativas lentas (Seroaglutinaciones en tubo).

Antigenos utilizados: Hemos empleado dos antigenos de distinta
procedencia, uno, considerado como standard, procedente de Berke-
ley, el otro producido por los laboratorios Llorente.

El primero, salvo raras excepciones, ha sido usado exclusivemente
para las distintas aglutinaciones efectuadas en las cabras de la expe-
riencia, diluyéndolo, en el momento de utilizarlo, al 1,100. El proce-
dente del Instituto Llorente, para el resto de las experimentaciones,
diluyéndolo al 18°/, que corresponde a uaa opacidad igual a la del
standard al 1/100. Como liquido diluidor para los dos antigenos, se

ol

utilizo la solucion salina al 0°85°, y al 5"/,
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Algunas veces, y en plan de ensayo, se utilizé con algunos sue-
ros, un antigeno fabricado por nosotros a partir de la cepa melitensis
16-M, tituldndolo frente a un suero patrén internacional de titulo
1/1000.

1" Tétnice de las diluciones dobles,

En una gradilla, colocar seis tubos de aglutinacién perfectamente
limpios y secos. Paner en todos los tubos, menos en el primero,
0,5 ml, de solucién salina al 0'85 °/, 6 al 5°,; en el primer tubo, se
ponen 0'2 ml. de suero no hemolizado a investigar, y 08 ml. de so-
lucidn salina. Con un redmetro graduado a 0'56 ml. 0 mejor con pipe-

- tas graduadas de 1 ml. de cabida, mezclar perfectamente el contenido

del primer tubo y llevar 0'5 ml, al segundo, mezclar y llevar 0'5 ml. al
tercero y asi sucesivamente hasta que en el ditimo tubo se toman
('aml. y se tiran. Se habrdn obtenido las diluciones de suero si-
guientes: 1/5,110, 1/20, 1/40, 1/80 y 1/160.

Aadir ahora a cada tubo, 0'5 ml. de la emn!sién de antigeno di-
luido al 1/100, si se trata del de Berkeley, 0 al 18°/, si es Llorente. Agi-
tar perfectamente, obtenienda asi diluciones finales: 1/10, 1/20...1/320.

Si existe alguna duda, frente a una posible aglutinacién esponta-
nea del antigena, es recomendable utilizar un fubo testige que con-
tenga 0'3 ml. de solucidn salina y 0'5 ml. de emulsién antigénica.

Anotemos también, la conveniencia de afladir a los sueros un
antiséptico para evitar contaminaciones que pueden dar lugar a error
a la hora de la lectura; se ha ufilizado para tal fin la adicién a los sue-
ros de unas gotas de solucion de Merliolato al 1/100.

Finalmente, llevar la serie de tubos a la estufa a 37° C. durante
veinticuatro horas, Leer a las doce y veinticuatro.

2! Técnica de Spink,

Serie de seis tubos limpias y secos. En todos, menos en el prime-
ro, poner 2 ml. de emulsion antigénica; en el primer tubo echar 4
ml de antigeno v 016 ml. de suero problema. Mezclar bien con pipe-
ta o redmetro graduado a 2 ml.; llevar 2 ml. al segundo tubo, mezclar
y llevarlos al tercero, asi sucesivamente hasta el tltimo tubo del que
se toman 2 ml. y se tiran. Quedar el suero diluido como sigue: 1/25,
1450, 1/100, 1/200, 1/400 y 1/800, Hacer las lecturas a las doce y vein-
ticuatro horas de incubados los tubos a 37° C.
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Interpretacion de resultados.

La Oficina Internacional de Epizootias y el Comité Mixto de la
FAQ/OMS de experlos en Brucelosis, han recomendado que todos
los documentos en que se consignen resultados de pruebas de aglu-
tinacién, indiquen la significacicn exacta de los resultados en rela-
cion con el suero standard {nternacional, de tal modo, que la agluti-
nacion al 50°/, tenga lugar a la dilucion de 1/480 del tipo internacio-
nal de suero antibrucela abortus.

Fartiendo de estas recomendaciones, las lecturas de todas las
aglutinaciones realizadas en este trabajo experimental, han sido de
la forma siguiente:
++-++- = Aglutinacién y sedimentacion completa, es decir 100°/,

de clarificacion.
-+ + = Aglutinacién y sedimentacion casi completa, 76°/, de cla-

rificacién. \
it = Sedimentacién marcada, 50°/, de clarificacion.
-i- = Sedimentacidn neta, 25°/, de clarificacion.

3.2 Prueba de Coomb's,

. No cabe duda, que este test ha eliminado de la técnica corriente
de aglutinacién, una gran causa de error bastante frecuente, por lo
menos cuando se manejan sueros de cabra. El error, consiste en que
algunos sueros francamente positivos no se comportan como fales
frente a su aniigeno especifico. El fenémeno se expiica por la exis-
tencia en estos sueros, de los llamados «anticuerpos blocantes o in-
completos» queimpiden que las brucelas se unan a las aglutininas es-
pecificas. Pues bien, usando un «suero CO: antiglobulinas» se logra
la absorcion de estos anticuerpos.

Nosotros hemos sometido muchos sueros completamente negati-
vos a esta prueba y dados los resultados salisfactorios que algunas
veces hemos conseguido, francamente creemos que merece la pena
tenerla en cuenta como medio complementario de las técnicas coanti-
tativas de aglutinacian.

L& técnica es muy sencilla de realizar, siempre y cuando, se posea
un sstok» de suero CO: antiglobulinas, pues la preparacion de este
€5 mds engorrosa.

A lo largo de la eaperlenua hemos utilizado un suero antiglobu-
linas sin diluir procedente de Berkeley. En estas fechas nosotros es-




i

—503.—

tamos preparando dicho suero ajustindonos a la técnica que después
detallaremos.

Técnica de la reaccidn:

Seis tubos de la serie de un suero negativo a la seroaglutinacién
(en los que estd el suero diluido al 1/10, 1/20. .- - - . . 1/320) se centri-
fugan a unas 2.000 revoluciones durante quince minutos. Pasado este
tiempo, se tira el liquido que sobrenada y se apoya luego la hoca del tu-
bo sobre un papel de filtro con objeto de eliminar por absarcién, el Ii-
quido de las paredes. Se adiciona a cada tubo 0'5 ml. de solucion sa-
lina, se agitan y se vuelven a centrifugar, asi, hasta tres veces, se les
vuelve a afiadir 0'6 ml. de solucién salina y finalmente se echa en
cada tubo una gota de «suero CO: antiglobulinas». Agitar y llevar a
la estufa a 37° C. durante doce a veinticuatro horas.

Hacer la lectura sobre fondo negro, apreciando la presencia o
ausencia de aglutinacion.

Preparacidn del suero COs antiglobulinas (cabra):

En un tubo de 'cemrifuga, de unos 20 ml. de cabida, se pane
1 ml. de suero de cabra, 1 ml. de agua bidestilada fria (este agua no
debe conlener CO:, para lo cual bastard hervirla antes del uso) y
10 ml. de acetona pura y frfa. Agitar y centrifugar a 2,500 revolucio-
nes, durante 30 segundos.  Decantar y climinar el liquido sobrena-
dante. Se formard un gran precipitado que se disuelve con 2 ml.
de agua bidestilada fria auxilidndose de una varilla de vidrio.

Se afaden ahora dos o fres gotas de solucién salina al 1°/; y
14 ml. de acetona fria. Agitar y centrifugar como antericrmente.

Volver a decantar y disolver el precipitado con 10 ml. de agua
bidestilada fria sin CO: con el auxilio de la varilla, En esta solucién se
echan dos o tres gotas de alcohol octilico (caprilico) para evitar la
iormacion de espuma y se hace pasar durante 10 a 15 minutos una
corriente de CO¢, teniendo, durante fodas estas manipulaciones, el
frasco en un ambiente frio.

Centrifugar, decantar y obtener asi un precipitado COx globulinas,

La familia la constitnimos nosotros; debemos dejarla en
las mejores condiciones posibles; entre ellas la econdémica;
suscriba hasta el grupo XIX de Vida de Previsién Sanitaria
Nacional.
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Finalmente homogeneizar el precipitado con 1 ml. de solucién sa-
lina al 2'5°/, v 2 ml. de agua bideslilada fria, mediante una egitacién
duradera. loyectar al conejo:

Primer dia.—Las globulinas de { m! de suero == 3 ml. de liquido re-
4 s sultante.

h Quinto dia.~ Las globulinas de 1 ml. de suero = 3 ml. del liquido re-
sultante,
Décimo dia.—Las globulinas de 2 ml. de suero = 6 ml. del liguido re-
sultante, :

Décimo quinto dia.—Las globulinas de § ml. de suero = 15 ml. del
liquido resultante.
Vigésimo dia. —Las globulinas de 8 ml. de suero = 24 ml. del liguido
resultante.
Las dos primeras inyecciones se hardn por via intravenocsa; las
restantes por via intraperitoneal.,
A los cinco o seis dias de la iltima inoculacion, sangrar el conejo,
* bien a blanco por seccion de la carétida, o 10 que es mas frecuente,
] haciéndole una sangria parcizl por puncién cardiaca.
Obtenido el suero lo mas asépticamente posible, se recurre a su
titulacion enfrentandolo con un suero de cabra fuertemente positivo.
b) Técnicas cuantitativas rapidas: (Seroaglutinacion en placa).

e

—

Prueba de Huddlenson.

Antigeno empleado: Un antigeno abortus coloreado a la hemafo-
xilina, procedente de Berkeley.

le praporcions los mas rotundos éxi-

uculhln tos en el tratamiento de la ‘

5 RETENCION PLACENTARIA y en

general en todas las enfermedades de los ORGANOS REPRODUC-

! TORES (las metritis. vaginitis, ete.) y la DIARREA INFECTO-
k CONTAGIOSA DE | AS RECIEN NACIDAS.
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Se necesita una caja con fondo negro e iluminacidn indirecta, so-
bre la cual se coloca un cristal dividido en cuadradifos.

Con una pipeta de 0'1 ml. dividida en centésimas, poner sobre los

cuadraditos del cristal y de izquierda a derecha, las siguientes canti-
dades de suero: 008, (704, 0'02, 0'01. Con otra pipeta igual a la ante-
rior echar sobre cada una de las cantidades de suero, 0'03 ml. de an-
tigeno coloreado a la hematoxilina. Mezclar perfectamente y por se-
parado las distintas potas; habremos conseguido las diluciones de
suero siguientes: 1/95, 1/50, 1/100, 1/200, Esperar cinco minutos hasta
hacer la lectura.

Interpretacidon de resuliados
Dilnciones y lecturas

1/25 (0°08) 1/50 (0'04) 1/100(0'02) 1/200(0'01)

- — Negativo

] Sia — — »

i == S o, S e

&= 1 — — +  Sospechoso
. } -4 —_— - »

ke = | = L
s ] -4 Positivo

- = ) [ £

£ - + 3

- I = Aglutinacién incompleta

c). Prueba opsonocitofagica (bacteriotropinas).

Permitasencs recordar muy brevemente, unas cuantas ideas para
poder explicarnos los fundamentos en los que se basa esta técnica.

De la gran cantidad de teorias lanzadas para intentar explicar el
mecanismo de la inmunidad, ninguna tan clara ni admitida moderna-
mente, como la que explica dicho mecanismo sobre la base de los
llamados factor celular y factor humoral y la estrecha correlacion
que existe entre ellos. '

El iactor celular estd representado por los fagocitos (polinucleares
neutrétilos, principalmente) encargados de fagocitar y digerir las bac-
terias. El factor humoral lo representan las llamadas <opsoninass,
sustancias éstas existentes en los sueros, que tienen como misidn,
preparar a los gérmenes para ser fagocitados. Aunque existen varias
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clases de opsoninas, las mas importantes desde ¢l punto de vista in-
munfﬂdgico son las llamadas <opsoninas especiiicas, anticuerpos es-
pecificos o bacleriotropinass, que son las propias de los individuos
vacunados o que han padecido la infeccién.

Puzs bien, el mecanismo de la inmunidad se lleva a cabo por la
estrecha correlacidn cito-humoral de tal suerte, que para que achien
los fagocitos, tienen que hallarse presentes |as opsoninas.

Como las bacteriotropinas son especificas para cada gérmen, fa-
cilmente nos explicamos que si ponemos en contacto una emulsion de
leucocitos con una suspensién de bacterias y afadimos suero especi-
fico (bacteriotropinas especificas) observaremos bacterias fagoci-
tadas en los polinucieares; por el contraric, si el suero afiadido es ne-
gativo o no especifico, no habré en absoluto fagocitosis.

Técnica:

Preparar;

1) Emalsién de glébulos blancos

2) Emulsidn de bacterias (brucela melitensis)

3) Suero problema

Emulsién de leucocitos: Recoger asépticamente, de yugular, san-
gre de cabra y afiadirle solucion de citrato sodico al 10°/, en la pro-
porcion de 6'2 ml, para Sml. de sangre.

Centrifugar y lavar tres veces los glébulos con solucion salina al
085 °/, para eliminar los restos de suero.

Guardar la emulsién en nevera, nunca mas de 48 horas.

Emulsion de bhacterias: Recoger el crecimiento, de una cepa meli-
tensis (16 —M) en frascos de Roux de 48 horas, con 10 6 15 ml. de
solucidn salina “estéril. Previa prueba negativa a la lripallavina,
guardar dicha suspensién en nevera.

Las cuotas de Prevision Sanitaria Nacional deben ser
abonadas mensualmente; la acumulacién de recibos siempre
resulta desagradable, porque después hay que pagarlos to-
dos juntos.

Elimine Vd. este inconveniente, autorizando al estable-
cimiento en que tenga Vd. cuenta corriente o cartilla de
ahorros, para que con cargo a la misma se paguen los reci-
bos de Prevision Sanitaria Nacional.
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Suero problema: Suero transparente de la cabra a esludiar calen-
tado a 60° C. durante media hora en bafio de maria.

En un tubo de hemolisis limpio y seco, poner:

0"l ml. de emulsién de leucocitos

0'2 ml. de suspension de brucelas

01 ml, de suero

Mezclar bien por agilacion y llevar 15 minutos a la estufa a 37°C

‘Pasado este tiempo, volver a agitar y poner una mezcla sobre un
porta, hacer una extension y secar rapidamente al aire.

Fijar la extensién con alcohol absoluto durante 10 minutos, lavar
y colorear durante 5 6 6 minutos con la siguiente iérmula:

Azul de toluidina.........-+--- 05gr,
Ac. iénico cristalizado ..o« v - 3 gr
Alcohol absoluto. . .o..veeve s 10 ml.
Agua destilada ..o ss et 0 AT

Lavar, secar y mirar a inmersién.

Si no se observan brucelas fagocitadas por los polinucleares, la
prueba sera negativa,

Si se observan algunas fagocitadas, sospechosa.

Si son muchas, positiva.

Realizadas con leche.

Si las muestras de leche eran tomadas en nuestra presencia, pro-
curdbamos que la recoglda fuera lo méas aséptica posible y desde
luego en frascos estériles, Si por el contrario, nos eran remitidas
de cualquier localidad provincial, las sometiamos inmediatamente a
la prueba de Dornic, eliminando las que dieran una acidez total su-
perior a los 25° Dornic.

Con el suero de leche, se han realizado seroaglutinaciones, si-
guiendo las mismas técnicas llevadas a cabo con el suero sanguineo.

El suero se ha obtenido de la forma siguiente: Celocar 4 6 5 ml.
de leche enun tubo de ensayo y afadirle 1 ml. de tetracloruro de
carbono; agitar y volver a anadir 4 6 5 gotas de cuajo. Llevar a la
estufa a 37° C. un minimo de una hora. Separar el suero con una pi-
peta y centrifugarlo a 3.000 revoluciones durante 10 minutos. En es-
tas condiciones queda apto para verificar con él, las técnicas de aglu-
tinacién. :

.
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Prueba del anillo.—(Ring-test).

Quizas, sea esta téenica la mds empleada hoy, dada su rapidez y
sencillez de ejecucion, lo que permite utilizarla en muy poco espacio
de tiempo y en gran namero de cabras o vacas. Sia éste anadimos
su gran posibilidad de detectar aglutininas especificas, incluso en la
leche de mezcla, comprenderemog, que sea esta prueba la mas reco-
mendable desde el punto de vista practico

Pero no creamos que un ring-test positivo traerd necesarfamente
una seroaglutinacién con suero sanguineo de {itulo alto, en la misma
cabra; por el contraric, ocurre muchas veces, que pese a la positivi-
dad de la prieba del anillo, el suero sanguineo estd exento de agluti-
ninas. Este fenémeno queda explicado con la posibilidad de que las
brucelas se encuentren sélo acantonadas en las mamas.

Existen varias modificaciones de la prueba del anillo cldsica; no-
sotros solo describiremos Jas que hemes ensayado.

Creemos fundamental para llegar.a felices resultados, la utiliza-
cién de buenos antigencs coloreados, porque en caso contrario las
lecturas seran dificuliosas. !

El utilizado por nosciros, ha sido un antigeno abertus a la he-
matoxilina enviado desde Berkeley. No hemos empleado el moder-
namente famoso 2, 3, 5 Trifenil-fetrazolium, aunque sinceramente
creemos, no tiene nada que envidiarle un buen antigerno coloreado
a la hematoxilina.

Medicamento de reco-
nocida elicacia en el
tratamiento de las le-
j siones y ulceraciones
en la boca, lesiones podales infecciosas o enzodticas, dermatitis
podales, ete., producidas especialmente por

NECROBACILOSIS (BOQUERA), NECROBACILORIS PODAL
(PEDERO). ESTOMATITIS ULCEROSAS, FIEBRE AFTOSA (CLO-
SOPEDA, FIEBRE CATARRAL (LENGUA AZUL) y enfermedades
de las MAMAS (MAMITIS CATARRAL O INFECCIOSA. ere.

e E‘Te'lzéfono N.° 83
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Anotemos de pasada (en ofro capitulo 10 detallamos), que preci-
samente en estas fechas y después de varios ensayos negativos, he-
mos conseguido un buen antigeno coloreado a la hematoxilina si-
guiendo la pauta de Huddlenson-Carrillo. Parece ser que segin los
citados investigadores dicho antigeno se comporta como mas sensi-
ble que el trifenil-tetrazolium. Sentimos no poder conlirmarle con el
nuestro por carecer del citado producto.

Técnica cldsice.—En un fubo corriente de aglutinacion bien seco,
poner 2 ml. de leche problema agitada previamente. Afiadir dos gotas
del antigeno coloreado, agilando bien para que se mezcle periecia-
mente, pero evitando la formacion de espuma. Llevar a la estufaa
Gy E

Hay un poco de discrepancia en cuanto al tiempo de permanencia
de los tubos en la estufa; pues mientras unos realizan la lectura a las
12 horas, otros 1a hacen a las 2 horas. En el laboratorio tras varios
ensayos, se adoptd un tiempo maximo de 5 horas, ya que la mayor
permanencia solia traer consigo, un aumento de la acidez de la leche
que dificultaba la lectura.

Lectura: Se basa en {res observaciones:

1.* = Coloracién del anillo formado por la crema.

2.* = Clarificacion de la columna.

3. = Sedimento aglutinado en el fondo del fubo.

Interpretacion de resultados:

Resultados Anillo Aspecto colummna  Aglutin. fondo tubo

++4-+ Francamente Blanco Completa
azul

-+ Francamente Ligeramente Casi complela
azul azulado

Francamente Francamente ©=  Incompleta
azul azul

— Ligeramente Azul No existe
azul o blanco

Técnica modificada,—El doctor Elberg, sugirio unos ensayos a
base da mezelar a la leche soluciones salinas de distinta concentra-
cion (10°/, v 20°/,) por si era factible acelerar el proceso de aglutina-
cién y por tanto reducir ¢l tiempo de incubacidn. Los resultados no
fueron mejores que los de la técnica anterior y por consiguiente no se
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adoptaron. El emadus operandi» fué; Afedir a 1 ml. de leche, 1 ml.
de solucién salina al 10 °/, o al 20 °/,, agitar y adicionar 0'1 mi. de
antigeno caloreado. Agitar bien e incubar a 37° C. durante dos horas.

La interpretacién de resultados es idéntica que la dicha anterior-
mente. .

Técnicas bacterioldgicas empleadas

Las desglosamos en los siguientes conceptos:
a) Medios de cultivo ufilizados.
b) Técnicas para aislamiento e identificacion de brucelas.
¢) Técnicas para detectar la variacidn S-R.
d) Técnicas de preparacién de antigenos.

a) Medios de cultivo atilizados

Todos los trabajos se han realizado con medios de cultivo espe-

ciales para brucelas, ;

Albimi-brucela-agar:  Agar-agar, Peptona, Dextrosa, Cloruro sédico
y Bisulfilo sédico. pH == T

Albimi-brucela-broth (caldo): Peptona, Dextrosa, Cloruro sddico y
Bisulfito sédico. pH = 7

Bacto-triptosa-agar: Bacto triptosa,-Bacto dextrosa, Cloruro sédico
y Bacto agar pH = 7'2

Medio Inhibitorio: Albimi-agar, Actydiona, Bacitracina y Cristal
Violeta,

b) Técnicas para aislamientoe e identificacidn
de brucelas

Se ha intentado el aislamiento de brucelas a partir de:

Organos (higado, bazo, avarios y ganglios)

Orina y bilis (en algunas cabras)

Exudados vaginales

Sangre (hemocultivos)

Leche (crema y sedimento)

Organos.—Muerta o sacrificada una cabra se le hacia la aulopsia,
en condiciones buenas de asepsia si se trataba de animales de la ex-
periencia, y con todas las precauciones d2 limpieza posibles si eran
cabras de matadero.

Las distintas muestras eran flameadas ligeramente y depositadas
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en placas de Petri estériles, Seguidamente se trituraban, por separa-
do en morteros estériles, auxilidndose de arena y solucion salina
también estériles. Se consigue asi una papilla semiliquida a partir de
la cual se siembran dos placas por muestra, una conteniendo Albi-
mi-agar o Triptosa-agar y otra, conteniendo un medio selectivo para
las brucelas.

La identificacidon de colonias de brucela en medios con albimi-agar
o triptosa-agar, ha sido muy engorrosa, pues junto a una morfologia
pobre de caracteres tipicos diferenciables hay que anadir la crran difi-
cultad que supone para su estudio, el crecimiento de los germenes
de contaminacion, dificiles de evitar.

Este fué el motivo de empleo simultineo de un medio inhibitorio,
que impidiendo el crecimiento de un gran namero de gérmenes, prin-
cipalmente Gram positivos, ayuda extracrdinariamente a la identifi-
cacién de colonias de brucela. Por su importancia anotamos st fér-
mula:

Albimi brucela agar............. e 000 il
Actydiona.... mg/ml.
Aerosporina U./ml.
Bacitracina . 3 idaae LL/ml.
Cristal vio eta (Hd 1 %MU} coowe 08 'ml,

.

Las placas una vez sembradas se incuban a 37° C. haciendo la
primera observacion a las 24 horas y desechdndose por completo las
contaminadas. Si por el contrario en alguna placa se observaban
colonias dudosas se continuaba el tiempo de estufa hasta una se-
mana como méaximo, efectuando una vez crecidas, algunos pases a
tubos con agar inclinado y a partir de elios, se realizaban finciones,
comportamienta con sueros epecificos antibrucela, ete. efc,

Citemos el hecho curioso, de que alzunas colonias con caracleres
morfolégicos sospechosos, tales como pequeiiez, ligera elevacion,
semejantes a particulas de vidrio (Elberg), etc. y que incluso agluti-
naban con sueros especificos antibrucela, observadas al microscopio
una vez tefiidas, se comportaban como Gram positivos; eran estafilo.
cocos.

Orina y bilis.—Con muy pocas muestras se efectuaron siembras
en los medios citados, poniendo en cada placa 0'l ml. aproximada-
mente de orina o bilis y extendiendo por el procedimiento de Dri-
galski, ¢
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Tiempo de incubacién y abservaciones, por el mismo sistema an-
terior.

Exudados vaginales.—En algunas cabras prefiadas, se recogio pa-
ra siembras exudado vaginal, por madio de pequenos: hisopos esté-
riles, encerrados hasta el momento de utilizarlos en fubas también es-
tériles, Después de emulsionado el material en una peguena cantidad
de agua destilada estéril, se efectuaban siembras, etc. con los mismos
procedimientosg. | :

Sangre.—A casi la totalidad de animales sometidos a experimen-
tacion se les hicieron periddicamente hemocultivos con la iécnica
siguiente: Sangria en yugular en condiciones asépticas. La sangre
recogida en frascos con caldo estéril, es llevada a la estufa 37°C. y
a la semana sembrar en medio sdlido (placas con albimi o ftriptosa
agar) la cantidad de 01 ml, por placa. Finalmente estudiar morfologia
de colonias, tinciones etc.

No se han utilizado los frascos tipo Castafieda.

Leche,—En otro sitio dijimos las hormas seguidas en la recogida
de este producto.

Advertimaos, que toda muestra recibida, era sometida en principio
a la prueha del anillo y aglutinacidn, y si estos test resultaban positi-
vos, se seguia estudiando dicha leche con Ja esperanza de poder ais-
lar de ella alguna brucela. Los pasos seguidos fueron: Centrifuga-
cién a 5.000 revoluciones por minuto durante 18 minutos, para lograr
crema y sedimento por separado y posteriormente sembrar, de cada
una de estas partes, en medios solidos. '

[dentificacion de brucelas

1.° Por pruebas de aglutinacién con sueros monoespecificos.
‘2" Por la accion bacleriostética de algunos colorantes y la pro-
duccidn de hidrégeno sulfurado.
Ninguna de las dos pruebas debe faltar a la_hora de identificar

El régimen mutual permite obtener pensiones y subsidios
a coste reducido. Previsidn Sanitaria Nacional funciona con
regimen mutual, no obtiene beneficios, v contribuye a au-

mentar el nivel de vida,
: /
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brucelas; la primera por que es de certeza casi segura una aglutina-
cidn positiva, la segunda, porque su valor es definitivo.

De forma esquemdtica anotamos a continuacién los caracteres se-
rolégicos y comportamiento ante los colorantes de las brucelas, si-

guiendo el ya cldsico método de Huddlenson, también realizado por
nosotros,

Suero monoespedif. Br. abortus Suero monoespecil. Br. melitensis

1/20 1/40 180 1/160 1j20 1740 1780 1/160
ADOTIOS b F o bt e o e i 4 = =
Meliten. - - = = B P

T+ + - b iy i i = s
Sospech. RS ETR L e st

= = T e )by L 0 i L e e o

La comparacidn de los caracteres tenidos en cuenta para la iden-
tificacion de los diversos tipos de brucelas han sido:

Especie  Crecimiento  Prodiccion  Crecimiento en presencia de
__enco, de SHs
\ Dias Frchina Tionina
112 3 4.5 1/25.000 1;50.000
Melitensis SRR N LT L b
Abortus + == + £
Suis — ottt = {

c) Técnicas para defectar lg variacidn S-R.

Algunas veces hemos observado este tipo de variacion, la cual
acarrea siempre modificaciones en la forma de la colonia y de los
gérmenes, a mas de pérdida de sus propiedades antigénicas.

La forma R tipica presenta colonias opacas, sin brillo, sin con-
sistencia, secas; ‘estas alteraciones se acompafian de cambios mor-
folégicos del gérmen que puede tornarse alargado y filamentoso.

Tres han sido los procedimientos seguidos para la identificacion
de esta variante:

1) Prueba de la tripaflavina.—Nunca debe faltar, por su sencillez
y por ser suficiente en la practica. Las brucelas en fase R son agluti-
nadas por la tripaflavina al 1/500.

2) Examen de las colonias con luz oblicua y estudiando sus ca-
racteres morfolégicos.

3) Procedimiento sugerido por White y Wilson, basado en la
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distinta afinidad tintorial de las colonias lisas y rugosas. Por creerlo

e de interés describimos su técnica.

o Se siembra la brucela problema en placas que contengan el si-

1 _ guiente medio:

i ol B R D e e M

g IE T | ORI e 10 gr.
Dextrosals i a ittt s S R 0
Glicerina ....... R SO S Sl B0

. Agua destilada. ...... IS Sby e 1.000 ml.

A las 72 horas de crecimiento se lava la superficie de las placas
durante 15 a 20 segundos con una solucién de Cristal violeta, prepa-
rada como sigue:

Solucidn A: Cristal violeta........ooooouieees 2 gr.
Alcaliolot Rt S0 imb;
Sclucién B:  Oxalato amonico........oooeo.n.-.- 08 gr,
Agua destilada-........cooenn.eo- 80 ml.

Se mezclan las dos soluciones y. se diluye momentos antes de
’ usarse al 1/40.

e Las colonias lisas aparecen con color verde azulado en fondo vio-
1 leta.

B Las colonias rugosas toman coloracidn roja.

o d) Técnicas de preparacion de antigenos

Varias veces hemos anotado que los antigenos ulilizados, tanto
coloreados caomo no, han sido enviados desde Berkeley, exceptuando
el preparado por el Instituto Llorente que con tanta frecuencia se ha
usado. :

Ultimgmente, y ésta ha sido labor exclusivamente nuestra, hemos
preparado un anligeno melilensis coloreado a la hematoxilina con
resultados satisfactorios.

Su técnica, siguiendo las directrices de Huddlenson-Carrillo y
con ligeras modificaciones, es:

Se necesita preparar previamente dos soluciones:

A) Preparacidn de la solucidn coloreada de hematoxilina.

Disueltos 2 gr. de hematoxiling en 15 ml. de alcohol metilico, se

mezclan con 100 ml. de solucidén al 10°/, de sulfato doble de aluminio

y amonio.
‘La mezcla se vierte en una cépsula de porcelana y se irradia du-

rante tres dias con luz ultravioleta, a la temperatura ambiente.
Pasados éstos, se filtra dicha solucién por filtro Whatman n.* 1

Y




- 518 =

Al filtrada se le aiiaden 25 ml. de glicerina y 25 ml. de alcohol meti-
lico. La mezcla se vierte en un frasco que se mantiene, destapado y
a la temperatura ambiente, durante cuatro semanas para que madure,

Repetir la filtracién y almacenar en frasco tapado. El color queda
rojo burdeos.

B) Preparacion del mordiente.

Esta demostrado que Jas brucelas se colorean mejor y mas rapi-
damente en presencia de una solucion débil de sulfato Térrico. Esta
solucidn se prepara disolviendo ('5 gr. de sulfato férrico en 100 ml. de
agua destilada caliente; se filtra y se almacena en un frasco.

La preparacion del antigeno es como sigue:

Previa prueba a la tripaflavina, se recoge con 15 ml. de solucion
de fenol al 1°/,, un cultivo, en frasco Roux de 72 horas de incubacién,
de brucela melitensis 6015 (ha sido la cepa empleada por nosotros).

La emulsién madre se filtra por paiio fino de algodén y se calien-
ta en bafo de maria a 60°C. durante una hora agitando frecuente-
mente, para matar las bacterias que no hayan sido muertas con la
solucién fenclada.

Sembrar en medios con agar friptosa, para asegurarse de la este-
rilidad de la emulsion.

Seguidamente centrifugar 10 ml. de dicha emulsién a 3.000 revo-
luciones durante 18 minutos y eliminar el liquido que sobrenada,

Afiadir al sedimento 1’5 ml. de solucion de sulfato férrico y 0.5
ml. de solucidn de hematoxilina (preparada anteriormente). Mezclar
bien agitando vigorosamente. La mezcla tomara un color azul oscu-
ro el cual se puede intensificar, si se desea, calentando la emulsién a
40° C. (bafio de maria) dirante 10 a 15 minutos,

Después, centrifugar a las mismas revoluciones y durante el mis-
mo tiempo que anteriormente. Eliminar el liquido y suspender el se-
dimento en una solucién fisiologica al 0'85 %/, con 0'5 °/, de fenol, a
razon de un gramo de bacterias coloreadas por 20 ml. de liquido.

Este antigeno, conservado en nevera, es estable durante varios
meses.,

En estas condiciones hemos hecho pruebas con leches positivas
y negativas, asi como con diluciones de suero sanguineo positivo; en
todos los casos los resullados han sido muy satisiactorios,

Nuestro deseo hubiera sido someterlo a una valoracién seria, con
un suero standard internacional, pero por carecer de €l y ser dificil
su adquisicién, hemos desisfido.
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Pruebas alérgicas

Se han realizado con muy paca frecuencia, posiblemente, porque
aun los resultados no son muy concluyentes, debido principalmente a
una falta de perfeccionamiento en la preparacién de los antigenos a
emplear,

Las reacciones han sido hechas por el método intradérmico e in-
trapalpebral. El primero se realizé por inyeccion en pliegue caudel de
0'2'ml. de Brucelina P. P. B. diluida al 1’20, con lectura a las veinti-
cuatre y cuarenta y ocho horas y tomando como dato de valor el
aumento de grosor en milimetros de diche pliegue.

La prueba intrapalpebral consistié enla inyeccion de 0'1 a 0'2
ml. del mismo antigeno, en el parpado inferior. Una inflamacidn en el
sitio de inoculacion, a las 48 horas, se consideraba como reaccién po-
sitiva.

El éxito del régimen mutual depende del entusiasmo de
los asociados. Sea Vd. propagandista de las Secciones de En-
fermedad, Invalidez, Vejez, Vida y del Automévil de Previ-
sion Sanitaria Nacional; se ayudara Vd. mismo ayudando y
convenciendo a sus compafieros para que utilicen al méximo
los servicios de la Mutual.
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NOTICIAS

Don Ramén Castell Castell y don Rafael Codina Ribé, en
el Colegio Oficial de Veterinarios de la provincia de
Barcelona

En la Seccién de Avicultura y dentro del Curso Académico del
Colegio de Veterinarios, diserté don Ramon Castell Castell, sobre el
tema: LA BRONQUITIS INFECCIOSA AVIAR, tema que desperto
gran interés, tanto entre veterinarios como avicultores. El Sr. Cas-
tell, que lleva prestando una atencién especial a la patologia aviar
desde que se inicid profesionalmente y que iltimamente ha estado un
afo en Bélgica estudiando estos problemas, hace la descripcion de la
eafermedad con todo detalle, tanto en cuanto a su etiologid, como a
su diagnostico y tratamiento; la describe como enfermedad de impor-
tacion, que &l observé por primera vez en Bélgica, y que ahora ha
podido diagnosticar en Espafia. Ello es consecuencia de la imporla-
cién de razas o estirpes selectas, y al uso abusivo de vacunas a base
de virus vivos, por 1o que hace un llamamiento de alerta, tanto a avi-
cultores como a veterinarios, ya que su posible difusion en nuestro
pais es de esperar en un futero inmediato, aunque su yugulacion es
{Josible con los modernos procedimientos terapéulicos con que con-
amos.

Seguidamente don Rafael Codina Ribg, desarrolld el tema: RABIA,

‘sobre el que desde hace varios afios viene consagrapdo gran parte

de sus estudios a investigaciones. Asf resultd, una conferencia muy
documentada, que inicié con un preambulo acerca de la difusion e
importancia epidemioldgica de esta enfermedad en el mundo y la si-
tuacion actual de la misma en Espafa. Describié minuciosamente las
caracteristicas del virus ribico, mecanismo de infeccion, lesiones
macro y microscopicas, sintomatologia, diagndstico, prondstico siem-
pre letal y tratamiento, asi como las medidas defensivas y preventi-
vas de la infeccidn, tanto por lo que a animales se refiere, como por
lo que su prevencion representa para el hombre. Hizo una cuidada
descripcion de los tipos de vacunas mas utilizadas, como asi de los
sueros y tratamientos de casos de mordeduras, todo ello ilustrado
con resultados de su expériencia personal, muy documentada, resal-
tando la importancia que la vacunacidn de los animales tiene como
medio de erradicar la enfermedad y evitar sobre todo su propagacion
al hombre.

En la discusién sobre los temas, intervinieron los Sres. Marti
Morera, Carol, Luera (Miguel), Amich, Séculi v Gené, cerrando el
acto el Presidente del Colegio, que agradecio y felicitd a ambos confe-
renciantes por sus brillantes diserlaciones, quienesfueron muy aplau-
didos y felicitados por la selecta concurrencia asistente al acto.
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