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CATEDRA DE MICROBIOLOGIA
Catedratico: Dr. S. OVEJERO DEL AGUA

CONTRIBUCION AL ESTUDIO DE LA PRUEBA
DEL ANILLO (RING-TEST) EN LA BRUCELOSIS
OVINA Y CAPRINA

Por el Prof. S. Ovejero
Dr. F. Rejas
Dr. F. Villalon

Desde que en 1937 FLEIsSCHHAUER describié por ver primera la
técnica de la Prueba del Anillo, basandose en la reaccion de Schern-Gor-
Ai, hasta nuestros dias, las investigaciones realizadas en torno a la misma
y a sus aplicaciones en el diagnéstico de la brucelosis en las diversas
especies 'animales han sido extremadamente amplias,

La Prueba del Anillo. Abortus-Bang Ring Probe (ABR), de los
franceses, o Ring Test (RT) de los anglosajones, ha sido y es utilizada
con gran éxito en la erradicacién de la Brucelosis bovina de casi todos
los paises del mundo, por la comodidad que representa poder realizar
el diagnéstico en leches de mezcla, bien en el mismo establo o a la lle-
gada de la leche a las Centrales Lecheras.

Comprobada la eficiencia de esta prueba en el diagnéstico de la
Brucelosis bovina, se han realizado numerosos intentos para aplicar
-esta técnica al diagnéstico de la Brucelosis ovina y caprina.
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Sin embargo, y a pesar de estos intentos. los resultados obtenidos
en ovidos son contradictorios (cerca del 75 por ciento. Bicel,
FA0-0Ms), y en cépridos —aunque en leches de mezcla la prueba es sen-
sible—, con leches individuales se obtienen alrededor del 20 por ciento
de resultados falsamente positivos (FA0-0Ms),

A la vista de estos resultados contradictorios, del gran interés que
tendria encontrar una técnica segura en el diagnéstico de la Brucelosis
en estas especies de tan gran censo en Espaiia. y de la “necesidad de reali-
zar nuevas investigaciones sobre este punto” (Comité Mixto Fa0-0OMS
de expertos en Brucelosis, 1958), decidimos estudiar este problema.

Nuestros ensayos han sido realizados sobre ovejas y cabras en
produccién, infectadas experimentalmente y han sido comprobadas las
técnicas mas usuales de diversos investigadores, de las que haremos men.
cién, asi como de las modiﬁcacio.nes efectuadas.

En el transcurso de esta publicacién citaremos en primer lugar
la tecnologia de la prueba y factores que la influencian, seguidamente
la experiencia de diversos autores, para finalizar con nuestros resulta-
dos experimentales.

TECNOLOGIA DE LA PRUEBA DEL ANILLO Y FACTORES QUE
LA INFLUENCIAN

La Prueba del Anillo se basa en que al poner en contacto un
antigeno especifico de brucelas tefiidas, con leche con aglutininas bruce-
lésicas, se forma el complejo antigeno-anticuerpo que absorbido por
los glébulos de grasa y arrastrado por los mismos en su marcha ascen-
sional, dando lugar a un anillo coloreado en la linea de crema.

Parece ser que la reaccién se realiza instantdneamente, pero para
que sea visible es preciso que la crema ascienda a la superficie. dando
lugar al anillo. Como la velocidad escensional de los glébulos de grasa,
segin la férmula de Stokes, es directamente proporcional al tamafio de
los glébulos e inversamente proporcional a la viscosidad. los factores
primordiales que influenciaran la Prueba del Anillo seran éstos. La rea-
lidad comprueba la teoria, pues la prueba marcha bien en especies con
leche de viscosidad pequeiia y glébulos de grasa de gran diimetro (va-
cuno), y mal en especies con leche de gran viscosidad y con glébulos de
pequeiio didmetro (6vidos y capridos). Incluso en leche de bévidos pue-
den encontrarse alteraciones en la reaccién motivada por la raza, por

periodos de lactacién. y por enfermedades. que modifican el tamaio de
los glébulos y la viscosidad.

La temperatura también influencia la prueba, siendo la éptima
la de 37°. Temperaturas de 78° hacen perder a los glébulos de grasa la
facultad de fijar el complejo antigeno-anticuerpo.

El tiempo de incubacién de la prueba es esencial para poder dis-
cernir sobre la positividad o negatividad de la misma. La formacion del
complejo aglutinina-antigeno es instanténea, pero para que la reaccién
se haga visible es preciso un periodo de tiempo determinado. Para
FLEISCHHAUER la reaccién se manifiesta entre los 15 y 40 minutos; SEELE-
MANN y MANTOVANI opinan que son necesarios por lo menos 25 minutos;
BENDTSEN asegura que a los 15 minutos empieza a ser visible la reaccién.
En general la mayoria de los autores estin de acuerdo en que la reaccién
esta terminada a la hora, y que a los 30 minutos estd casi formado el
anillo, con decoloracién parcial de la leche.

El grado de frescura de la leche tiene gran importancia en la
prueba, y a pesar de que los diversos investigadores no han estudiado
a fondo la influencia de la acidez de la leche sobre la Prueba del Anillo
estén todos de acuerdo en admitir que la leche debe ser lo mas fresca
posible. A temperaturas de 4° puede conservarse bien y no interferir la
prueba durante siete dias, Conservar la leche en estas condiciones du-
rante un lapso de tiempo més prolongado no es prudente, a pesar de que
las aglutininas resisten bien durante seis meses (ERBIN). A veces pueden
interferir la reaccién los gérmenes de contaminacién de la leche,
pues los restos de tetrazol del antigeno los tifien y se manifiestan con li-
gera coloracién del anillo,

La naturaleza del antigeno puede influenciar la marcha y resulta-
do final de la prueba, KLastL1 y BRUHN han encontrado diversos resulta-
dos con diferentes antigenos en una misma muestra. Es esencial que los
antigenos no tengan las células lisadas, y no sean preparados a partir
de cepas disociadas de brucelas,

EXPERIENCIA DE DIVERSOS AUTORES SOBRE LA PRUEBA
DEL ANILLO EN OVEJAS Y CABRAS

SEELEMANN al objeto de rebajar la viscosidad de la leche de ca-
pridos y 6vidos y dotarlas de glébulos de grasa mas grandes, facilitando
asi la formacion del anillo, mezcla a partes iguales leche de vaca nega-
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Lectura e interpretacion:

Ovejas.—Positiva fuerte: Anillo coloreado de dos a tres mili-
metros de espesor, masa de la leche totalmente decolorada y fondo deco-
lorado con ligeros precipitados coloreados.

Positiva débil: Anillo coloreado de uno o dos milimetros de es-
pesor, masa de la leche parcialmente decolorada, fondo con ligeros pre-
cipitados coloreados.

Negativa: Anillo blanquecino, masa y fondo uniformemente co-
loreados.

Cabras.—Positiva fuerte: Anillo blanquecino o coloreado de uno
o dos milimetros de espesor, masa decolorada, fondo con gruesos flocu-
los coloreados.

Positiva débil: Anillo blanquecino, masa parcialmente decolorada
ccon gruesos floculos coloreados, a veces, fondo con fléculos coloreados.

Negativa: Idéntica a oveja.

Resultados y discusién:

Leches individuales.—Como se ve existen fuertes diferencias
en esta prueba entre las leches de oveja y cabra, en las primeras en caso
positivo siempre aparece anillo, mientras que en las segundas general-
mente se manifiestan con fondos positivos, y solamente con titulos de SA
(suero-aglutinacién) muy altos (1/5120 en adelante) aparecen anillos
coloreados. El origen del antigeno tiene influencia sobre este punto,
los que con mas frecuencia nos han dado anillo, han sido el antigeno de
tetrazolium y uno de hematoxilina de origen danés,

Con titulos de SA de 1/40-1/80 la Prueba del Anillo es nega-
tiva tanto en ovejas como en cabras, Comienzan a ser positivas con titu-
los de SA de 1/160 en adelante.

Leches de mezcla: La Prueba del Anillo da resultados positivos
en ovejas hasta diluciones en leche negativa del 1/5, 1/10 y 1/20 con
titulos de SA (en la oveja infectada) de 1/640, 1/2560 y 1/5120 res-
pectivamente. En cabras la prueba es positiva hasta diluciones del 1/20,
1/40 y 1/80, con titulos de SA de 1/1280, 1/5120 y 1/10240 respecti-
vamente.

Como se puede apreciar en los datos anteriores, la Prueba del
Anillo es muy poco sensible para detectar aglutininas brucelosicas en
leche de mezcla de ovejas y poco sensible en las de cabra, necesitandose
titulos de SA muy elevados para poder detectarlas en leches de mezcla

de cualquier rebaiio.
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PRUEBA DEL ANILLO MODIFICADA, SEGUN SEELEMANN

Técnica: Depositar medio centimetro cibico de leche de oveja o
cabra. mas medio centimeiro clbico de leche de vaca negativa en tubo
de hemolisis. afiadir una o dos gotas de antigeno. Emulsionar sin espu-
ma. Incubar a 37° una hora.

Lectura e interpretacién:

Ovejas.—Se manifiesta exactamente igual que en la Prueba del
Anillo, considerandola positiva si aparece el anillo coloreado y la masa

de la leche se decolora, y negativa la no aparicién del anillo y la ne
decoloracidn de la leche.

Cabras—Las pruebas positivas se caracterizan por aparicion del
anillo coloreado, masa de la leche total o parcialmente decolorada, y
fondo decolorado o con {léculos coloreados en titulos de SA de 1/160
en adelante. Las negativas aparecen con anillo blanquecino, y masas y
fondos coloreados.

Resultados y discusién:

Leches individuales: Esta técnica favorece indudablemente la
reaccion al disminuir la viscosidad de la leche y aportar globulos grasos
de mayor tamaiio con la adicién de leche de vaca negativa,

En ovejas y cabras con titulos de SA de 1/40-1/80, en los que la
Prueba del Anillo fracasa, con esta técnica se logran resultados positivos
aunque no positivos netos. pues a pesar de formarse el anillo la masa
de la leche no queda totalmente decolorada. Esto es logico, pues no de-
bemos olvidar que al afiadir la leche de vaca diluimos al 50 por ciento
la concentracién de aglutininas.

Leches de mezcla: En ovejas con titulos de SA de 1/640 en que
la Prueba del Anillo da resultados positivos hasta una dilucién de la
leche de 1/5, se logran con esta modificacién resultados positivos hasta
diluciones del 1/15. En cabras mejora también la reaccién, dando resul-
tados positivos hasta diluciones de leche del 1/50, con titulos de SA del

1/1280, en los que la Prueba del Anillo es positiva hasta diluciones del
1/20.

Si consideramos nuevamente que al afiadir leche de vaca negati-
va, diluimos al 50 por ciento la tasa de aglutininas, tenemos que recono-
cer el gran papel que juega en esta reaccién la disminucién de la viscosi-
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te decolorada, presentando a veces grumos coloreados. En los casos ne-
gativos no aparece anillo coloreado en el limite de disolventes y leche,
permaneciendo ésta uniformemente coloreada.

Resultados y discusién:
Los fundamentos fisico-quimicos del empleo de los disolventes no

son muy claros. En nuestras técnicas “rapida” y “lenta”, probablemente
el disolvente al estar en contacto con la leche, disuelve parte de los glé-
bulos de grasa, arrastrando al complejo antigeno aglutinina y deposi-
tandolo en el limite del disolvente y leche.

Leches individuales: Las pruebas lenta y répida con disolventes,
en especial esta ultima mejoran la reaccién, dando resultados positivos
en leches de oveja y cabra, con titulo de SA de 1/40-1/80, con Prueba
del Anillo negativa.

Leches de mezcla: Ambas pruebas mejoran de tal forma la Prue-
ba del Anillo, que se pueden conseguir resultados positivos netos sobre
muestras de leche de oveja (SA 1/640) diluidas con leche negativa al
1/30, frente a Pruebas de Anillos positivas hasta dilucién al 1/5. En
leches de cabras (SA 1/1280). se logran pruebas positivas hasta dilucio-
nes de 1/60, frente a Pruebas de Anillo positivas hasta el 1,/20.

Como se advierte esta prueba se comporta mejor en leches de

oveja que en leches de cabra.

PRUEBA DEL ANILLO MODIFICADA POR LA FUERZA
CENTRIFUGA

Técnica: Depositar un cc. de leche de oveja o cabra més una o
dos gotas de antigeno sobre tubo de hemolilisis. Emulsionar. Incubar
una hora a 37°. Centrifugar a 500-1000 rpm. cinco minutos.

Lectura e interpretacion:

Idéntica a la Prueba del Anillo modificada segiin Dupois. En
cabras después de centrifugar manifiesta un anillo ligero que se hace
neto con titulo de SA de 1/640 en adelante.

Resultados y discusién.
La accion de la fuerza centrifuga aumentando la velocidad as.

censional de los globulos grasos hace suponer que lograria una mejora
de resultados en la Prueba del Anillo. Asi sucede en efecto, pero la me-
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jora es tan ligera que predispone a pensar que existen otros factores
tan fundamentales o mas que éste en la marcha de la reaccién.

Leches individuales: Tanto en ovejas como en cabras con titulos
de SA de 1/40-1/80; con Prueba del Anillo negativa, se logran resulta-
dos positivos ligeros,

Leches de mezcla: En leches de oveja. (con titulo SA 1/640 y
Prueba del Anillo positiva hasta dilucién 1 5). se logran resultados po-
sitivos hasta diluciones al 1/10. En leches de cabra. con titulos de SA
1/1280 y Prueba del Anillo positiva hasta dilucién 1/20. se consiguen
resultados positivos hasta diluciones del 1,50,

PRUEBA DEL ANILLO MODIFICADA POR LA ADICION DE SUERO
SANGUINEO

Técnica: Agregar a un cc. de leche de cabra o de oveja. 0.1 cc.
de suero sanguineo del mismo animal. Realizar sobre esta mezcla la

Prueba del Anillo.
Lectura e interpretacién:

Ovejas—La reaccién positiva presenia anillo coloreado, masa
decolorada, y fondos con fléculos coloreados. En casos negativos no se
marca el anillo, la masa de leche aparece uniformemente coloreada igual-
mente que el fondo.

Cabras.—Las reacciones positivas se manifiestan con masas de
leches decoloradas y fondos con fléculos coloreados. Cuando el indice
de SA es del 1/640 en adelante suelen presentarse con frecuencia ani-
llos coloreados. Las reacciones negativas se manifiestan igual que las de
oveja.

Resultados y discusién:

El aporte de aglutininas a la leche permite presentar como posi-
tivas leches que en la Prueba del Anillo aparecen como negativas, tanto
en ovejas como en cabras con titulos de SA de 1/40-1/80. dan Pruebas
del Anillo positivas con esta técnica,

Conviene resaltar que en ovejas aparecen siempre fléculos colo-
reados en el fondo. comportandose en parte la prueba como una reac-
cién corriente de aglutinacién,

Prueba del Anillo en leche de ovejas. Tubos 1.¢
(antigeno tetrazol y hematoxilina). Tubos 3.°

Tubos 1.° y

(Titulo SA alto).
2.° prueba positiva. Tubos 3.° y 4.° prueba negativa

Prueba del Anillo en leche de cabras.

Y 2.° Prueba positiva
y 4.° Pruebus ncgativa.

Modificacién de Seelemann. Leche de ovejas. Tubos1°y 2.0 prueba

Modificacién de Seelemann. Leche de cabras. Tubos 1.° y 2.° positiva

Tubos 3.° y 4.9 prueba negativa

positiva. Tubos 3.° y 4.° prueba negativa,

Modificacién original con disolventes de grasas. Leche de Ovejas.

Modificacién original con disolventes de grasas. Leches de Cabras,

Tubos 1.0y 2.0 Prueba positiva. Tubos 3.0 y 4.0 Prueba negativa

Tuboa 1.° y 2.° Prueba positiva. Tubos 3.° y 4.° Prucba negativa,



Este método ha sido utilizado por diversos autores para investi-
gar aglutininas en sueros sanguineos, con buenos resultados. Asi THOM-
SEN, en sangres de bévidos alteradas por el calor, agrega una gota a
un cc. de leche y realiza después la Prueba del Anillo. ErBIxN utiliza pe-
queiias cantidades de suero problema sobre leche de vaca negativa, y
realiza la Prueba del Anillo. FLEIsScHHAUER y Canic, en bévidos agregan
suero a la leche y hacen una Prueba rdpida del Anillo: 10 minutos, se-
guida de centrifugacion.

PRUEBA DEL ANILLO MODIFICADA POR AGENTES
TENSOACTIVOS

Los resultados obtenidos con el empleo de disolventes de grasas
y con la fuerza centrifuga. corrobord nuestra idea primitiva de que en
el mecanismo de esta reaccién. ademas de los factores viscosidad y tama-
fio de los glébulos de grasa, intervienen otros hasta ahora desconocidos.
Pensando en facilitar la adsorcién del complejo antigenc-anticuerpo a
los gldbulos de grasa, probamos a adicionar a las leches diferentes con-
centraciones de cloruro de alkil-dimetil-bencil-amonio y bromuro de ce-
til-trimetil-amonio, agentes rebajadores de la tensién superficial y de
poder mojante elevado. Las concentraciones en leche fueron del orden
del 1/100, 1/500 y 1/1000. Con la primera tanto las leches de cabra
como las de oveja se coagulan, y las segundas no modifican ni mejoran
la reaccidn.

INFLUENCIA DE LA ACIDEZ

La generalidad de los autores preconizan que la leche en la que
se realice la Prueba del Anillo debera ser lo més fresca posible. pero no
concretan sobre este punto.

Hemos creido de interés estudiar la influencia de la acidez sobre
la Prueba del Anillo y las Prueba Modificadas, debido al alto contenido
en acido lactico de las leches en Espafia, a causa de la deficiente refri-
keracién y falta de higiene en el ordefio.

A partir de una acidez de 2,5 gramos de acido lactico por litro,
en las Prueba del Anillo v la modificada por centrifugacidn, se inter-
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fiere la reaccion dando pruebas negativas tanto en leches individuales
como en las de mezcla. Las pruebas modificadas por SEELEMANN. DUBOIS
y disolventes de grasas resisten hasta concentraciones de cinco gramos
de acido lactico por litro, cosa presumible en las primeras por la dilu-
cién que sufre el acido lactico con la mezcla con leche de vaca.

INFLUENCIA DE CONSERVADORES DE LA LECHE EN LA
PRUEBA DEL ANILLO

Con el fin de evitar que la leche adquiera una acidez excesiva
durante el traslado al laboratorio y permanencia en el mismo. e inter-
fiera los resultados, hemos probado la adicién de pequefias cantidades
de formaldehido a muestras de leche de cabra y de oveja.

La adicién de 1-2-3 gotas de formol al cuatro por ciento a 10 cc.
de leche, no afectan ni interfieren la reaccién. permitiendo conservar la
leche con acidez baja durante dos o cuatro dias a temperatura de labo-
ratorio,

Rossi ha empleado con este mismo fin soluciones de biclorure
de mercurio al 1/500 y 1/1000, agregando un cc. de la solucién a 10
cc. de leche, con lo que consigue conservar durante 4 dias la leche de
vaca en condiciones perfectas para la Prueba del Anillo.

INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INCUBACION

Hemos observado que en general en todas las pruebas es sufi-
ciente una hora de incubacién para que las mismas se manifiesten como
positivas o negativas.

Con leches fuertemente positivas a los 30 minutos de incubacién
se manifiestan ya como positivas débiles, habiendo terminado la reaccion
antes de los 60 minutos.

En leches débilmente positivas, algunas veces mejora la reaccion
ligeramente prolongando la incubacién otros 60 minutos mas.

Hemos comprobado, que a pesar de dejar la prueba incubando
12-24 horas en estufa. o tras de una incubacién a 37" una hora y 12-24
horas més a temperatura ambiente o en nevera. los resultados no
mejoraban en absoluto, permaneciendo negativas 8 la Prueba del Anillo
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leches de ovejas y cabras con titulos de SA de 1 40-1/80. Las lecturas
ce hicieron con intervalos de una hora hasta las 12 horas. con una lec-
tura final a las 24 horas. Las pruebas que permanecieron a 37° y tem-
peratura ambiente. en general. presentan la leche coagulada y comple-
tamente decolorada a partir de las 12 horas.

RESUMEN

Con leches de ovejas y cabras en produccién. infectadas expe-
rimentalmente con Brucella abortus. hemos realizado una investigacion
sobre la Prueba del Anillo.

La prueba citada fracasa en leches de estas especies, cuando el
titulo de SA es igual o menor a 1/80. probablemente debido a la gran
viscosidad de la leche, pequefio tamaiio de los glébulos grasos, y otros
factores no identificados.

La mezcla de leches de ovejas y cabras con leche de vaca nega-
tiva, el empleo de la fuerza centrifuga. la adicién de determinados di-
solventes de las grasas, y el enriquecimiento en aglutininas por adicion
de suero sanguineo positivo, permiten obtener pruebas positivas en le-
ches de oveja y cabra con titulos de SA del 1,40-1/80.

En leches de mezola la Prueba del Anillo es poco sensible, ma-
nifestindose como positivas en ovejas con titulos de SA 1/640 hasta
dilucién al 1/5. y en cabras con titulo de SA del 1/1280 hasta dilucio-
nes del 1/20.

Mediante el empleo de leche de vaca negativa, fuerza centrifuga
y especialmente con disolventes de grasas. se consiguen pruebas posliti-
vas con leches de mezclas del 1/10 al 1/30 en ovejas, ¥ del 1/50 al 1/60
en cabras. '

Reconociendo el valor limitado de estas pruebas en leches de
ovejas y cabras. particularmente en sus resultados como detectorafs de la
infeccién en rebafios (leche de mezcla), es de sefialar que mejora su
valor diagnostico la técnica “lenta” o “rapida”. que se propone. utili-
zando el cloroformo o tetracloruro de carbono.

La acidez de la leche interfiere enormemente la Prueba del Ani-
Hlo. manifestandose como negativa a partir de concentraciones de ?,5
gramos de acido lactico por Litro. La adicién de leche de vaca negativa
y el tratamiento con disolventes de grasas permiten el desarrollo de la
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prueba hasta concentraciones de cinco gramos de acido lactico por litro.

Para evitar una excesiva acidez de la leche se puede utilizar el
formol como conservador, ya que a las concentraciones usuales no inter-
fiere la marcha de la prueba y permite conservar la leche en perfecto
estado 48-96 horas a temperatura ambiente.

Es de gran interés para los paises mediterraneos el seguir el es-
tudio de los métodos de diagnéstico de la Brucelosis ovina y caprina,
al objeto de encontrar una técnica segura y sencilla que permita el des-
cubrimiento de los animales enfermos, base de la lucha contra una de
las zoonosis mas peligrosas para el hombre.

RESUME

Avec des laits de brebis et de chévres en production, infectés
expérimentalement avec du Brucellos abortus, nous avons réalisé une
étude au sujet de I'epreuve de I'’Anneau.

Lépreuve indiquée échoue avec des laits de ces especes, lorsque
le titre de SA est égal ou inférieur a 1/80. Ceci est probablement da a
la grande viscocité du lait, petite taille des globules gras, et autres fac-
teurs non identifiés,

Le mélange de laits de brebis et de chévres avec du lait de vache
négatif, emploi de la force centrifuge, ’addition de certains disolvents
des graisses, et l'enrichissement en agglutinines par addition de sérum
sanguin positif, permettent d’obtenir des épreuves positives sur des laits
de brebis et de chévres avec des trites de SA du 1/40-1/80.

Sur des laits de mélange Pépreuve de ’Anneau est peu sensible,
se manifestant comme positifs sur des brebis avec des titres de SA 1/640
jusqu’a une dilution au 1/5, et sur celui de chévres avec titre de SA du
1/1280 jusqua des dilutions au 1/20.

En employant du lait de vache négatif, force centrifuge et spécia-
lement avec des dissolvents de graisses. on obtient des épreuves positi-
ves, avec des laits de mélanges du 1/10 au 1/30 sur des brebis. et du
1/50 au 1/60 sur des chevres.

En tenant compte de la valeur limitée des ces épreuves sur des
laits de brebis et de chévres, particuliérement en ce qui concerne leurs
résultats comme détectrices de Iinfection dans des troupeaux (lait de
mélange), il faut remarquer que sa valeur diagnostique est améliorée
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par la technique “lente” ou “rapide”, que I'on propose. en utilisant le
chloroforme ou le tetrachlorure de carbone.

L acidité du lait trouble énormément 1'épreuve de l’Anneau,’ en
se manifestant comme négatif a partir de concentration's de 2.5 gr. d’aci-
de lactique par litre. L’addition de lait de vache négatif et le tralfement
avec des dissolvents de graisses permettent le développfament de Vepreu-
ve a des concentrations de 5 gr. d’acide lactique par litre.

Pour éviter une excessive acidité du lait, on peut utiliser le fo.r—
mol conmme conservateur. puisque les concentrations habituelles n’aglé-
sent pas sur le processus de Pépreuve et il perm.et de conserver le lait
en perfait état 48-49 heures & la température ambiente. ’ .

1l est de grand intérét pour les pays méditerraneens de poursui-
yre Pétude des méthodes de diagnostic de la Brucellose ovine et ca;’m’ne,
afin de trouver une technique stire et simple, qui permette de décéler
les animaux malades. base de la lutte contre une des zoonoses des plus

dangereuses paur Phomme.

SUMMARY

We have experimented with the ring-test for sheep and goat milks
infected experimentally with Brucella Abortus.

Such test fails with these milks when the titre of Blood Serum
Agglutination is equal to or less than 1/80. We think ‘it probabl‘y comes
from the great viscosity of milk. from the small size of fat:globules
and from other factors not defined. .

The mixture of sheep and goat milk with negative cow milk, the
use of centrifugal force, the addition of certain fat-solvents and the en-
richment in agglutinins by addition of positive blood .serurrl. m-ake it
posible to obtain positive tests with sheep and goat milk with titre of
Blood Serum Agglutination 1/40-1/80.

With mixed milks. the ring-test is not capable of very accurate re-
suts but it gives positive reaction with sheep milk with fitre of 1, 64:0 Blof)i
Serum Agglutination (to a dilution of 1/5) and. wx'th goat 'mllk wit
titre of Blood Serum Aglutination 1/1280 (to a dilution of 1;’2'0).

Using negative cow milk, centrifugal force. and especxally fat-
solvents positive tests are developed with a proportion of 1/10 to 1:. Iﬁ?
for the sheep milk and with a proportion of 1/50 to 1/60 for goat milk.
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Bearing in mind the limited range of such tests with sheep and
goat milks, and more especially the value of their results in detection
of cattle infection (mixed milks). we would draw the attention to the
fact that the diagnostic value is improved by practising the “slow” or
“rapid” method, and employing chloroform and tetrachloride of carbon.

The milk acidity greatly interferes in the ring-test giving a ne-
gative result with a concentration of 2.5 grs of latic acid by litre.

The addition of negative cow milk and a treatment with fat-sol-
vents allow the development of the ring-test with up to concentration of
5 grs. of lactic acid by litre.

To avoid an excessive acidity in the milk. formol can be used to
stabilize it, since the usual concentration do not prevent the progress of
the test and allow the milk to be kept in perfect conditions for 48-96
hours at the atmosphere temperature,

It is of great importance for Mediterranean countries to keep up-
to-date with methods of diagnosting Brucelosis in sheep and goats with
the objet of finding a reliable and simple technique for detecting the
snfected animals, as a basis of the fight against one of the zoonosis
most dangerous to man.

TABLA 1

Leches individuales

Comparacién de resultados de las diversas pruebas

OVEJAS | casras
Titulo suero-aglutinacion ...... 1/40-1/80 1/40-1/80
Prueba del Anillo ............ negativa negativa
Prueba segin Seelemann . débilmente positiva débilmente positiva
Prueba segin Dubois ......... positiva positiva
Prueba disolventes lenta ...... positiva positiva
Prueba disolventes rapida ... | positiva positiva
Prueba por centrifugacion ... positiva positiva
Prueba con adiccién de suero. | positiva positiva
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TABLA 11

Leches de mezcla

. ebas
cién de sesultados de las diversas pr ueba

Compara
‘ OVEJAS \ CABRAS
S —" e —

1 1 1
Titulo suerc-aglutinacion - — ”2”5',66- - _——10240 ————5120 112/82(())
1/40
prucha del Anillo oo 120 110 i//is v 1/59
Prueba segiin Seelemann . : 115 1/50
Prueba segin Dubois .- 1/30 1/60
Prueba disolvente lenta ... 1/30 1/60
Prueba disolvente rapida . 110 1/50

Prueba por centrifugacion.

Las me clas P S'\«da- son de 1ech35 posltl\as de ovela o] cabrav en
a Z expresd s B0

leches negativas de la misma especie.
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