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Este trabajo fué iniciado en el laboratorio de la
Cátedra de Microbiologia de ln Facultad de Ciencias

Exactas y Namrales con la 5113 del Dr. Enrique Savino.

y continuado en el laboratorio del Equipo de Leptosyi­

rosis del Instituto de Zoonosis. I.N.T¡A., bajo la di­
rección de su Jefe,

Dr. Roberto A. Cncchione

Padrino de esta tesis.



La obtención de Cultivos puros de Leptospira a partir de

aguas, se realiza con métodos laborioscs. no obteniéndose con fr;
cuencia los resultados deseados. Estas investigaciones revisten

interés epidemiológico en el caso de cepas patógenas. mientras

que por otro lado el conocimiento de las prepiedades antigenicas
de las cepas acuícolas y sus variedades será de importancia runp

damental para su taxonomía. actualmente sólo en parte definida.

Este trabajo está orientado a contribuir al estudio de estos
problemas.

Se comenzó por el estudio de métodos de aislamiento. bado

que no se deseaba emplear para ello meáios que sólo permiten el

desarrollo de leptospiras saprótitas, se utilizó en un comienzo
el medio de Savino y Rennella modificado. y luego el de Kbrthof.

Las primeras tentativas fueron realizadas mediante la "til ­
tración por cobayo" propuesta por Schüffner. y siembra de las mueg

tras en medio de Savino y Rennella modificado. Se concentraron

previamente las leptospiras de las aguas mediante centrifugación
idiferencial.

Con estos métodos no se obtuvieron en ningún caso cultivos

de leptospiras; los hemocultivos permanecieronen general estéri­
les. y la siembra directa proúujo siempre sólo intensa contamina­
ción.

En ensayos realizados empleando combinaciones de activadores

del desarrollo y factores de crecimiento de leptospiras, se obser­
vó que ciertas sustancias permitieron el desarrollo de una copa

pura. pero no el cultivo de estos microorganismos a partir del aguan
Envista de estos resultados se recurrió a la filtración pre­

via de las.muestras. a fin de purificarlas antes de efectuar su
siembra.

Se ensayaron las bujias Pasteur-Chamberland L3. y luego de a;
gunos intentos se pudo comprobar. mediante filtración de suspensig
nes diluidas de leptospiras. que estos elementos no permitían el



paso de dichos microorganismos, al menosen cantidad suficiente.

Experiencias similares llevadas a cabo con discos Seitz EKgmostrg

ron que los filtros ensayados presentaban el mismoinconveniente.

La búsqueda de un elemento filtrante más adecuado se orientó

entonces hacia las membranas. Fueron ensayadas las Millipore ti­

po KA. en un soporte "ÏsOpor".

En ensayos preliminares. estos filtros dejaron pasar una can­
tidad apreciable de leptospiras y permitieron 1a separación de és­

tas de los microorganismos de una muestra de agua adicionada con

un cultivo de L. biflexa.

Mediante este sistema se aislaron algunas cepas directamente

en estado de pureza. pero en otros casos se obtuvieron cultivos de
leptospira intensamente contaminados, mle sólo en algunas oportu­

nidades pudieron posteriormente ser purificados mediante filtra ­
ción por otras membranasde menor tamaño de poro y/o sulfanilamida.

Esta irreproducibilidad hizo sospechar la existencia de defectos
en el sonorte empleado o las membranasHAutilizadas hasta ese mo­

mento.

Por ello, se realizaron nuevas experiencias, filtrando 18 musa

tras de agua de diversas procedenclas, mediante sopmvtes "Svinny".

con una nueva partida de me' ranas de tipo HA (0,h5 p.t0.02 p).

m (0.30 J; 10.02 u) y es (0.22 p. 10,02 p). sembrando 3 6 1+tubos

con el filtrado de cada membrana.Ademásse inocularon las muestras
sin filtrar en.medio de Korthof con h flo de sulfanilamida y. como
control. en agar de Zuelzer.

En los tubos sembrados con el filtrado por HAse observó en

todos los casos desarrollo de leptospiras,_aunsue intensamente con

taminadas. ¿on membranasPHtambién se obtuvieron siempre cultivos

de leptospira. con muchomenor contaminación. y_se los logró puros

en uno o más tubos en 6 de las 17 muestras ensayadas con estas mqg
branas; en los casos restantes. los contaminantes más frecuentes
eran otras espiroquetas.

Óon.membranasGS. se obtuvieron leptospiras puras en 13 de es­

tas 18 muestras. y en otras 2 se comprobóretención de todo micro­

organismo oapaz de desarrollar en medio de Korthor; de otras dos
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se obtuvieron cultivos siempre asociados con espiroquetas, y ade­

mas con otros microorganismos en La muestra restante.

La siembra en medio con mllfanilamida mima produjo cultivos

de leptospiras y sï intensa contaminación. ¿en el agar de Zuelzer
se tuvieron 15 cultivcs de lep‘tospiras contaminados, luego de 1|-a

'7 semanas de incubación, mientras que en los 3 restantes no desa­

rrollaron leptospirasg
estos resultados surge la convenienciade aplicar esta téc­

nica para obtención de leptospiras de aguas. con maabranas PHsi
ne desea mayorsensibilidad. pmrificando luego los cultivos obteni­

dos,e o con GS. si se desea tomar en cuenta sólo los cultivos obte­

nidos puros.

Por su rapidez. simplicidad y eficiencia se sugiere el ensayo
de esta técnica para aislamiento de leptospiras de orina y otros
materiales contaminados.

Para la purificación de cultivos. se ha hallado que el tipo
GSda los resultadOS más satisfactorios.

Ensayos realizados con membranas Vd (100 rap-Lflmu) y VM (50 mu 1'

8 mp). indican que éstas retienen las leptospiras.
Se ha logrado la pm'ificación de numerososmltivos obtenidos

contaminados. en particular con otras espiroquetas. empleandosul­
fanilamida. con lo que se resolvió el problema presentado por es ­

tos microorganismosfiltrables. _

Sometimdo algunas cepas aisladas simltáneamente a los ensa­
¡rosde diferenciación del de Ftizi y Ósóka.ya los de Hailloux
,vKolochine Erber y de Bamdieri y Zardi. se observó cue con estos

últimos no se obtenían resultados muysatisfactorios conmestras
cepas, por lo cual se aplicó para los 83 cultivos conservado: pa ­

ros la prueba de Flizi y__Ósóka.resultando que 13 de ellos eran in­
hibidos a diluciones l:h0.000 y no a l:lO0.000. mientras otros
se conportaban de nodo análogo a las cepas patógenos.

Fueron examinadaslas relaciones antigénicaa (instantes entre
25'cepas aisladas. con 15’de las cuales se prepararon temen los
inmunosueroscorrespondientes. y las colecciones de suero: y cepas
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de todos los suerogrupos patógenosy de leptospiras hifims del
ceperio de este Instituto.

La selección de cepas fué nealizade incluyendeaqueuas me

desarrollo era más fácilmente inhibidolpor el 801;.(31.tomando ade­
más dos o tres de cada nuestra de agua. con el fin de tener idea

sobre las variedades que pueden eoeaistir en una mismaagua.

Se ha demostrado el aislamiento de cepas ¡diferentes de disüg
tas persianas del filtrado en 6 sobre 9 nuestras seleccionadas al.
efecto.

Los estudios suerológicos realizados han resultado con rre ­

cuencia dificultosos. a causa del lento desarrollo de las cepas y

su tendencia a autoaglutinar. _
Hansido halladas cepas de características interesantes ;

"unas. por sus relaciones con el gmpo Semaranga - Patoe 1 - Sao

Paulo, otras por exhibir estrechas vinculaciones asimétricas con

la cepa belga WaGent. y una por poseerlas con la cepa Benegas.
Estas. y otras que han sido fácilmente inhibidas por el

¿ig-331.,si bien no demuestran relaciones antigénicas con_1as cepas

patógenas. o 1.ohacen a muybajo titulo, continuarán siendo poste­
riormente estudiadas por este Insütuto. «­
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MOTIVO DEL PRESENTE TRABAJO

El agua constituye en ciertas condiciones un importag
tisimo vehiculo, para las Leptospiras. siendo asi una fuente de
infección de capital importancia.

Aunqueen general se acepta que las cepas denominadas

biflexas. que se hallan abundantementedistribuidas en aguas ng

turales. no son patógenas, esta Opinión no es compartida por

todos, habiendo hechos que hacen pensar que ésta posición no I

puedeconsiderarse definitiva.

En nuestro pais aún son escasos los estudios sobre eg
te tema.

La obtención de Leptospiras de agua en cultivo puro

se lleva a cabo con métodos laberiosos y poco seguros. Se des­

cribe una técnica sencilla, rápida y más eficiente. y se sugie­
re su ensayo para aislar Leptospira en cultivo puro. partiendo

de orina y otros materiales biológicos contaminados.

El estudio de las relaciones suerológicas entre cepas
acuicolas es siempre de interés, pues constituye la base para
su clasificación sistemática. actualmente mal definida. Por
ello importa estudiar estas relaciones entre cepas de distin­
tas procedencias. asi comodel mismoorigen. con el fin de te­
ner idea sobre las variedades que pueden coexistir en una mis­

ma agua.

Este trabajo está orientado a contribuir al estudio
de estos problemas.



EL ORDENSPÏROCHAETALES. Buchanan 1918,

( Jour. Bact_ 3, 1918.I 5h2 )

Comprendeaquellos microorganismos delgados y flexuosos,de

longitud entre 6 y 500 pW con forma espiralada. con al menos una
vuelta completa. Algunas formas pueden exhibir un filamento a­

xial. una crista lateral u ondulaciones, o estrías transversa­
les o septas ( segmentaciones. más fácilmente visibles en espe­
cimenes teñidos ).

En general en la sistematica de los Schizomycetes, se apro­

vechan los elementos morfológicos, bioquímicos, culturales y sus

rológicos; por el contrario, los protozoos se clasifican funda­

mentalmente por su morfología, pues poseen estructuras más com­

plejas. La mayor parte de las espiroquetas tienen, bajo el mi­

croscopio óptico, estructura más bien sencilla; además. en gene­
ral su actividad bioquímica es escasa y poco estudiada aún Mu­

chas de estas espiroquetas son dificiles de cultivar u ofrecen
dificultades técnicas para abordar dichos estudios bioquímicos.

Por ello. la sistematica del OrdenSpirochaetales ha sido siem­
pre laboriosa.

Siguiendo a Bergey. (l). no habría. fuera de las formacio­

nes mencionadas, un modelo significativo de protoplasma. Las fo;
mas menores se verian en el microscopio óptico de modoadecuado

sólo mediante iluminación por fondo oscuro, debido a que posee­

rian un indice de refracción más bajo que el de las verdaderas

bacterias. Parece en cambio. por ello mismo, que fuese más a­

certada 1a explicación de este hecho dada por Austoni (2). que

sostiene que la no visibilidad en el microscopio común. ( o ma­

la visibilidad por contraste de fases ) se debe, a1 menosen el

caso de las leptOSpiras. a la gran sutileza del cuerpo, del or­

den de 0.1)1. lo que lo ubicaria por debajo del poder resoluti­
vo del microscopio óptico común.

Algunos microorganismos de este orden toman los colorantes

comunesde anilina con dificultad. pero la coloración de Gianna
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y las técnicas de impregnación argéntica dan siempre buen resul­
tado.

En algunas especies halladas en huéspedes vectores, se for­

man gránulos. Todas las formas son móvileso En las verdaderas

bacterias, esta movilidad es debida a la acción de flagelos que

poseenmovimientosde látigo, pero en las espiroquetas tales es­
tructuras no existirian. Babudieri (3) no obstante halla mediag

te microscopía electrónica flagelos en algunas espiroquetas, y
comparasus resultados con los de otros investigadores. Bergey

sostiene que las proyecciones terminales. ya sean derivadas del

filamento axial o del periplasto, pueden ayudar a los movimien­

tos, y que es posible que la crista posea una función similar,
pero ninguna de estas estructuras podria explicar el violento mg

vimiento de las espiroquetas. Esta movilidad consiste en una rá

pida rotación o giro alrededor del eje longitudinal. que conduce
activamente al microorganismohacia adelante o atrás. sin polar;
dad anteroposterior; Ademáslas espiroquetas realizan movimien­

tos violentos comolátigo, enroscando y desenroscando sus espi­
rales.

Lamultiplicación seria por fisión transversal, sin ciclo
sexual conocido. Hay formas de vida libre, saprófitas y parási­
tas.

C.M. Wenyon(h) incluía este Orden entre los Protozoos, pe­
ro aunque aún en 1959 P.H. van Thiel (5) discute el punto, hoy

la mayoria de los investigadores concuerdan con Breed, Murray
y Hitchens ( en Bergey ) en considerarlo entre las bacterias. E_
te es un punto importante, pues comose dijo anteriormente, la

diferenciación zoológica depende esencialmente de la morfología.
y por ejemplo entre las Leptospirae no hay diferencias morfoló­

gicas tales que puedan emplearse para subdividir el género.(A1­

ston & Broom.(6)) resultando. por consideraciones prácticas,
que es necesario disponer de alguna manera de diferenciar grupos

de cepas con propiedades distintas.

Ello no obsta para que Babudieri (3) proponga una clasifi­



cación nueva de todo el Orden, muchomás lógica. en base exclus;

va a observaciones morfológicas. pero empleandotambién la microí
copia electrónica. 1.­

¡uf-d.Para Bergcy. el Orden se subdividiria de

siguiente manera :

I - Organismosde longitud entre 30 P y 500 p. con estructura
protoplasmática evidente:

1)

2 V

II - Organismos de

Familia Spiroggaetaceae (Swellengrebel.l907)
Sin membranaperiplástica ni estrías o septas transvera
sales:
Género l: fipirocggetg Especie tipo: Spirochaeta plican

tilis, Ehrenberg.
Conmembranaperiplástica y estrías o septas transversaw
les evidentes:

a) Vida libre en el 11m0marino:

Género 2: ggprospirg Especie tipo: Saprospira grandis,
Gross.

b) Parásitos de moluscos Lamellibranchiata; crista promiwnente:

Género3: Cristigpirg. Especie tipo: Cristispira bala
bianii (Certes)q Gross­

longitud entre k p y 16 u. Sin estructura 0:0­
toplasmática evidente

1)

2)

Eggilig Treponemataceae ( Robinson.19h8 )
Se tiñen fácilmente con los colorantes ordinarios de ani"
lina:

Especie tipo: Borrelia anserina (Sa­
Bergey et al.

Género h: Borreli
jarcf

Se tiñen con dificultad, excepto con Giemsa o impregnau

ción argéntica:
a) Anaercbios:

Género 5: Erepoqggg _ Especie tipo: Treponemn pallidam
(Sehaudinn & Hoffmann) Schaudinn.

b) Aerobics ( microaerófilos )
Especietipo: chtospira ictero­Género 6: Lcntqsnira

Ido) Noguchi.haemorragiae (Innda e

Prévot (7) considera estos 6 géneros dentro de la familia

Spirochaetaceae, que soria la única del OrdenSpirochaetales. al
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cual considera único también en una Clase­

Wilson &Miles (8) sólo consideran h géneros: Spirochaeta.

Cristispira, Treponemn y Leptospira.

Babudieri para su prepuesta de clasificación en base a obser­

vaciones morfológicas por microscopía electrónica toma en cuenta

la presencia o ausencia de tabiques o septas, eje (axostil). mem­
brana ondulante o "crista". flagelos y gránulos de volutina y sub­

ñlvide el orden del siguiente modo

1.- Hay Septa : Familia Saprospiraceae.

Nohay membranaondulante: . _. . . . ,_...._..... Género 1: Saprospira

Si hay membranaondulante: . _, , ,.._... . , _. , _, " 2: Cristispira

II.- Nohay Septa : Familia Spirochaetaceae
(Hay flagelos . _ _. . _. . _ _. __. ___. " 3: Spire11a(X)

Hayaxostil(
( (Hay volutina ” z Spirochaeta
(Nohay flagelos(
( (Nohay volutina.. " : Leptospira

( (Hay flagelos . . . . .. " 6: Treponema
(Hay "crista" (

Nohay ( (Nohay flagelos ... ” 7: CristispireaXOStil ( 11a x
(No hay "crista" ___, ___, ____, “HH " 83 Trichospira

(x) Sujetos a ulterior confirmación.

Esta clasificación se justifica, porqueal microscopio elec­
trónico se observan detalles que revelan que la estructura de las

espiroquetas no es tan simple comose creia anteriormente, y nue;
tros conocimientos sobre el tema se enriquecen continuamente con

nuevos aportes,

El género Leptospira Nbguchi 1917

Antecedentes

La enfermedad de weil es una severa dolencia febril. en ge­
neral acompañadapor ictericia. nefritis e hipertrofia de bazo e

higado, que lleva el nombre de Adolfo Weil. profesor de Heidel­

berg que la reconoció comoentidad clinica separada por el estu­
dio de las caracteristicas observadas en h casos humanosocurri­
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dos en 1870 y 1882: un quimico. un soldado. un comerciante y un mg

zo. ocupaciones tan dispares que no daban indicio sobre su etiolo­

gía. Esta permaneció desconocida hasta 1915. año en que Ryokichi

Inada y Y. Ido (9) en el Japón aislan espiroquetas de un caso de

enfermedad de Weil, reproducen la enfermedad y cultivan el organig

mo causal. que ya en Noviembre de 191%habian observado en tejidos

de higado de cobayo inoculado con sangre de un paciente, señalando

que desarrolla mejor a 22Q C - 259 C que a 159 C ó 379 C en medio

artificial. y que puedenpenetrar a través de 1a piel abrasionada
o aun aparentemente sana. Observan espiroquetas vivas en orina de

los pacientes, hasta 25 dias después del comienzo de la enferme­

dad, y demuestran que en el suero de éstos aparecen anticuerpos

que persisten por años. Proponen para el organismo hallado el nqg

bre de "Spirochaeta icterohaemorragica Japonica";posteriormente lo
sustituyen por "Spirochaeta ictero-haemorragiae Japonica" (10);
luego en 1916 lo designan "Spirochaeta ictero-haemorragiae" (ll) y

Ir? fin "Spirochaeta icterohaemorragiae" (12).
En Alemania. dos grupos de investigadores logran por separado,

8 meses después que los japoneses. aislar la espiroqueta. que lla­
man "Spirochaeta icterogenes" Uhlenhuth y Fromme(13. 1h. 15)‘ Y

"Spirochaeta nodosa" Hübener y Reiter (16, 17)

En 1916, L Martin y A Pettit aislan en Francia la cepa Ver­

dun de L.icterohaemorragiae.

Los hallazgos japoneses fueron confirmados en Europa por otros

investigadores, en soldados infectados en Francia,
Varios años antes de estos acontecimientos. en 191M,en los

Estados Unidos Wolbachy Binger (18) denominaron "Spirochaeta bi­

flexa" (del latin bi- dos veces y flexus- curvado) a un microorga­

nismo espiroquético que lograron aislar de un estanque con agua
dulce, en los alrededores de Boston, mediante filtración con bujías

Berkefeld V, y lo describen perfecta y detalladamente.

Más tarde. Uhlenhuth y Fromme (1915) y Uhlenhuth y Zuelzer

(l920)(l9) también hallan organismos similares a lOs anteriores en

el agua. aun potable, de Berlin y otras localidades, y los denomi­
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nan "Spirochaeta pseudoicterogenes". Estos microorganismos‘ morfo­

lógiCamente idénticos a los aislados de casos de weil, fueron ren
lacionados con estos últimos­

En años sucesivos. se hallaron espiroquetas de este tipo en

aguas y fango de las más diversas procedencias; luego veremos el

interés que esto despertó en numerososinvestigadores.

En los EE_UU.. en 1917, Hideyo Nogucni (20) estudió las cepas

aisladas en Japón, otras aisladas de ratas de los EE.UU.y las aig

ladas por los ingleses en Flandes, hallando que estos organismos

eran morfológica e inmunológicamente iguales. Por su morfología,

eran distintos de toda otra espiroqueta conocida, excepto la Spirg

chaeta biflexa descripta por Wolbachy Binger. en medida tal que

justificaba la creación de un nuevo género que denominó LEPTOSPIRA.

(del griego leptus- fino. tenue y spira- espiral). proponiendosu
inclusión en el OrdenSpirochaetales junto con los géneros Spiro­

chaeta, Saprospira.I Óristispira, Spironema y Treponemade aquel

tiempo. Aunqueen años posteriores la taxonomía dentro del género

LeptOSpiraha resultado laboriosa y sufrido modificaciones, el nom

bre genérico Leptospira ha ido afirmandose cada vez más.

En Bergey (1) hallamos la siguientes descripción del género:

"Organismos finamente espiralados, que miden entre 6 y 20 mi;

crones de longitud. Las espiras miden 0,3 micrones de profundidad

y O,h a 0,5 micrones de longitud.

En medios liquidos. uno o ambos extremos de la célula se ha­

llan curvados en forma de gancho semicircular, cada uno de los cua­

les comprende 128 a 1/10 del organismo; tienen movimientos girato­
rios.

En medios semisólidos, tienen movimientos vermiformes, hacia

adelante o hacia atrás. En preparados vivos, las células se obse;

van con mayor claridad por microscopía de campo oscuro, y mucho mg

nos claramente por microscopía de contraste de fases. Noson visi­

1es mediante iluminación ordinaria. Se tiñen con dificultad, ex­

cepto con la coloración de Giemsa y por impregnación argéntica. Mg

diante microscopía electrónica puede demostrarse la ¿xistencia de



un filamento axial- Requieren oxigeno para su desarrollo.
La especie tipo es Leptospira icterohaemorragiae (Inada e Ido)

Noguchi."

Acerca de Leptospira biflexa, expresa que estas cepas desa v

rrollan en medios simples, como el de heces de HINDLEo el de in­

fusión de paja. siendo este un modopara diferenciarlas de las pa­

rásitas. que no desarrollan en esos medios. Hace referencia a los

trabajos de Babudieri y Archetti. (l9h7-19h8) quienes hallaron que

estas leptospiras poseian " numerosas fracciones antigénicas. La

distribución aparentemente al azar de antígenos iguales o muysim;
lares entre las diferentes cepas. conduce a una amplia variedad de

relaciones suerológicas extremadamente complicadas "

Y concluye: " No se han encontrado medios satisfactorios de

diferenciar especies de leptospiras saprófitas, por lo que se ha
hecho costumbre identificar las leptospiras no patógenas halladas

en agua estancada o materiales similares. como"Leptospira bifle­
xa" Noguchi_"

Morfología de las Leptospiras.i Estructura al microscopio electrónico

Haremos una reseña de los trabajos más modernos que aclaran

este punto.

En 1962, N.G_Miller y R.B_ Wilson (21) estudian mediante mi­

croscopía electrónica Leptospiras provenientes de cultivos en medio

de Stuart y de Cox. asi comode tejidos de higado y riñón de ham­

ster infectado experimentalmente, hallándolas muysimilares o igua

les_ Revelan una delgada membranaexterior que envuelve todo el o;

ganismo. flexible a juzgar por sus ondulaciones. de baja densidad

a los electrones; entre esta y la pared protoplasmática hay un eg
pacio vacio o ocupado por material de muy baja densidad a los e­

lectrones, Se aprecia un cilindro protoplasmático tubular. vacio o

lleno de material de baja densidad a los electrones, rodeado por

una pared de alta densidad en la que a veces aparecen gránulos muy
densos.

Encortes transversales. se ve el filamento axial. excéntricq



asociado a la superficie interna de 1a pared Drotoplasmática. En

organismos provenientes de cultivos, se aprecia bifurcación neta
del filamento axial. Es posible que posea una constitución multif;
brilar. En los extrcmcs del filamento axial. se ven unas estructg
ras esféricas, tipo perilla ("knob-like").

C_F. Simpson y F.H. White (22) observan también un filamento

axial. una espira protoplasmática hueca y una membranao vaina

que cubre todo. El filamento axial y la espira protoplasmática sg

rian para estos autores densos a los electrones, sugiriendo compo­

sición proteinica. La vaina es más clara. de baja densidad a los

electrones; no seria proteinica, y se halla unida por una delgada
membranaexterior que parece proteinica,de densidad elevada a los
electrones.

Nose aprecian diferencias de estructura entre Leptospira ic­

terohaemorragiae. L. canicola y L. autumnalis.

Es notable la ausencia de cilias o flagelos, asi comode es­
tructura interna visible del cuerpo.

Notodas las leptospiras poseen ganchos terminales; Babudieri
y Castelli (23) hallan que la L. celledoni carece de ellos. y A1­

ston y Broom (6) expresa que una cepa de L. benjamin y la cepa

Jackson de L.icterohaemorragiae poseen extremos rectos.

Nuevossuerotipos de leptospira; la taxonomía

Pocos años después del descubrimiento de la Leptospira icterg

haemorragiae, comenzarona aparecer otros tipos de Leptospiras pa­

rásitas. agentes etiológicos de enfermedadesdel hombresimilares

en algunos aspectos a la de Weil. pero en general menos severas­
Ido y otros. en 1918 (21+)aislan de un paciente de "Nanukayami"

(fiebre de los 7 dias) una leptospira que no se diferenciaba mor­

fológicamente de la L.icterohaemorragiae, pero resultaba distinta
tanto en la producción de lesiones patológicas en cobayos comoen

su comportamiento suerológico en pruebas de Pfeiffer y de protec­

ción cruzada. Creyó haber descubierto una nueva "especie" de Lep­

tospira. que llamó "Spirochaeta hebdomadis". El portador también
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resultó ser otro: para la icterohaemorragiae era el Ratbus norve­

gicus, y para la hebdomadisq el Microtus montebelloir.
En 1925, Koshina. Shiozawa y Kitayama (25') aislan una nueva

leptospira que llamó Akiyami A, (hoy L. autumnalis cepa Akiyami L)

causante también de fiebre de los 7 díasa hallando que el portador

era el mismoque para la hebdonadis en esa región del pais, pero

con diferente virulencia para el cobayo° e inmunológicamentedis­

tinta. La distinción entre estos tipos de Leptospira se basaba en

las lesiones patológicas producidas en animales de experiencia. los

resultados de las pruebas de Pfeiffer y de protección cruzada. los

sintomas en el hombre y datos epidemiológicos.

Los métodos de diferenciación que aplican técnicas "in vivo"

no son recomendables, porque son influidos por variables tales co­

mosexo. edad. raza y factores individuales de resistencia del hueg

pad al parásito. Esto, junto con diferencias de virulencia entre
cepas de la misma "especie", y el hecho de que esta se atenúa o

desaparece por pasajes en medio de cultivo. hacen descartar el uso

de estos criterios (patogenicidad, protección activa y pasiva).
Por su parte, el ensayo de Pfeiffer complica sin ventajas la téc­

nica suerológica. (27)

Respecto a los sintomas, pueden en alguna medida dividirse

las formas clinicas de leptospirosis en severas y benignas, consi­
derando si la ictericia es o no una caracteristica prominente. Sin
embargo. esto no es suficientemente constante comopara servir para

propósitos taxonómicos (6). Idéntica objeción merece la vincula ­

ción tipo de leptOSpira-portador. asi comootros caracteres epide­

miológicos.

Las pruebas suerológicas. en cambio, suministran una indica ­

ción sobre la composición antigénica de los microorganismos y han

sido desde hace mucho tiempo empleadas comoun método de diferen ­

ciación de bacterias. Por ello. podrian emplearse comobase para

la clasificación de leptospiras. si estas poseyeranuna constitu ­
ción antigénica estable y distintiva.

Aunqueen un tiempo ciertos observadores, especialmente Baer­



ll

manny Zuelzer (1927)(26) les negaron tales condiciones, Wolff y

Broom(27) discuten los resultados anormales hallados por estos y

otros investigadores, entre ellos Savino y Rennella en nuestro pais
(28, 29) y llegan a la conclusión de que dichos resultados no irdl­

can forzosamente un cambio en la cosstitución antigénica. Por lo
tanto, proponenun sistema de clasificación basados en los resulta­

dos del análisis antigénico de lcptospiras, fundándose en la expe­

riencia reunida desde hacia 20 años atrás por Schüffner. Walch-Sorg­

drager, Ruysq Bohlander. Gispon y otros en el laboratorio de Amste;
dam.

Esta propuesta. aún de naturaleza tentativa, comose verá.l ha

sido aceptada comoel mejor criterio actualmente disponible por el

Grupo de Estudios sobre Leptospirosis de la OMS,y por el Subcomi­

té de Taxonomíade Leptospira del Comité Internacional de Nomenclg

tura Bacteriológica.(3G)

El análisis antigónico se lleva a cabo mediante las pruebas
de microaglutinación cruzada (Martin y Pettit) empleandosuspensig

nes vivientes de Leptospiras, y mediante las reacciones cruzadas
de adsorción de anticuerpos. efectuadas adsorbiendo con suspensio­

nes de leptospiras formoladas. Esta prueba habia sido introducida

en el estudio de las leptospiras por Ruys y Schüffner en l93h. Am­

bas técnicas demuestran de modoespecifico y directo las reacciones

antígeno-anticuerpo, razón por la cual se tiene larga experiencia
sobre su utilidad; se consideran comolas pruebas de referencia pa

ra la evaluación de cualquier otra, y han sido preferidas hasta '

ahora a todas las demástécnicas de suerodiagnóstico aplicadas a

leptospiras (31); muchas de ellas han caido ya en completo desuso

por ser poco sensibles. complicadas o no especificas. Otras. podrán
resultar útiles comodiagnóstico preliminar, pero no ofrecen espe­

cificidad de tipo sino de género (2, 6). Ciertas pruebas, comola
de‘fijación de complementoen cambio. parecen no adolecer de estas

fallas; asi la prepuesta por Gaehtgens en 1950 (32) que emplea

suspensiones de Leptospira comoantígeno, o la de York (l952)(33).

Otras, comola de Ezell y otros (3h)emplean el sobrenadante de cu;
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tivos de leptospira centrifugados, que contiene un antígeno solu ­
ble especifico en estas pruebas. Posiblemente lo mismopueda de ­

cirse de las técnicas para identificación de suerotipos por medio

de anticuerpos marcados fluorescentes. (35) pero en cualquier caso

serán necesarios estudios comparativos completos y una mayor expe­

riencia con ellas. Estas técnicas de fluorescencia simplificarian
enormementeel procedimiento.

Wolff y Broom‘ (27) al proponer este sistema de clasificación,

reconocenque los conocimientos actuales sobre las caracteristicas

de las Leptospira son aún bastante deficientes comopara no permi
tir tomar una decisión acerca de los criterios con que se hará la

subdivisión definitiva del género. Por eso, no justifican la de­
signación como "especie", de un grupo de cepas de la misma consti­

tución antigénica. pues el término tiene un sentido definido espe­

cial en todo código de nomenclatura. y proponen el empleo de un

nombreque indique tanto las bases sobre las cuales se construye

esta clasificación, comoel hecho de que sólo es de naturaleza prg

visoria. La elección recae en el término "Suerotipo" - tipo sue­

rológico.
Si dos cepas. en pruebas de adsorción cruzadas con sus sueros

hiperinmunes. eliminan cada una todos los anticuerpos del suero de

la otra, puede concluirse que poseen los mismosantígenos. Pero si

quedan, en uno o ambos inmunosueros parte de los anticuerpos, hay

que adoptar un limite para decidir si las cepas pertenecen al mis­
mo o a distintos suerotipos. Wolff y Broom, establecen que dos cg

pas pertenecen a suerotipos distintos si después de adsorción cru­

zada con cantidades adecuadas de antígeno heterólogo, gg saga Egg

de 105 antisueros queda 10 % ó mas del titulo homólogo. El limite

de lO %es arbitrario. y algunos lo consideraron excesivo y reco­

mendaronuno menor (36) pero hoy dia es el criterio aceptado uni"

versalmente,
En la definición se expresa " en cada uno de los antisueros ",

y esto se justifica plenamente. entre otros, por el hecho observa­
do repetidas veces de que existen ciertas relaciones entre cepas
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que hacen asimétrico el comportamiento de estas frente a sus sueros

hiperinmunes. BorghPetersen (37) estudiando las cepas de L. ictg

rohaemorragiae M 20 y RGAen pruebas de adsorción cruzada frente a

sus sueros. halló que la M 20 eliminaba del suero anti-EGA todos

los anticuerpos. pero 1a RGAno hacia variar apreciablemente el ti­

tulo homólogo del suero anti-M 2 , Por ello, dedujo que 1a M 20

debia poseer otros antígenos además de los de la RGA. No habia

evidencia de que la RGAlos hubiera perdido durante sus numerosos

pasajes en medio de cultivo; además. reencontró esta situación eg

tre otras cepas de reciente aislamiento, también ictcrohaemorragiae
Los cuadros clinicos provocados por éstas eran iguales, de lo que

se deduce que la fracción adicional no está aparentemente ligada a
la virulencia.

Gispen y Schüffner, (38) consideran dividida por tales hechos

a la clásica Leptospira icterohaemorragiae en dos "Biotipos": com­

pleto ( M 20 ) e incompleto ( RGA). Hoy se los designa aún como

Laicterohaemorragiae ABy L. icterohaemorragiae A. comolo hicie­

ran los autores mencionados. be la definición de suerotipo. se de­

duce que pertenecen a1 mismo,

Pero Gispen y Schüffner hallan el mismotipo de relación entre

las cepas Akiyami A (completa) y Rachmat (incompleta) del sueroti­

po "autumnalis"; luego van Riel (39) en l9h6 lo halla en L.benja­

min y L.canicola; Alexander; Wetmore,Evans, Jeffries y Gleiser

en 1955. (MO)en L. wolffii y L. grippotyphosa; Babudieri, en 1955

y 19'56 (¡+1. L¡2) en L. ballum y L. mini. y en 1952 halló también e_s_

te tipo de relaciones entre las L. biflexa (M3). Aisló en 19hl de

un arroyo de los alrededores de Trieste la cepa Patoc l. y de un

grifo del aerOpuerto civil de Sao Paulo la cepa Sao Paulo diez años

después. La Patoc 1 seria "incompleta", y la Sao Paulo, "completa"¿

Estos fenómenosy otras diferencias antigénicas pequeñas entre

cepas del mismo suerotipo han quedado comprendidos dentro de divi­

siones taxomómicasinferiores a1 suerotipo. Se define,dentro de un

suerotipo, que dos cepas pertenecen a subsuerotipos distintos cuag
do después de repetidas pruebas de adsorción cruzada.menos del 10%
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del titulo homólogo permanece en un antisuero, y el 10%ó más en

el otro. Algunosexpertos, sin embargo. son partidarios de elimi­
nar esta unidad taxonómica_

En cambio. cuando dos o más suerotipos exhiben afinidades ma;

cadas entre si, resulta muyconveniente por razones de orden prác­

tico agruparlos en un "Suerogrupo" (grupo suerológico)¿

Los métodos suerológicos de clasificación

15 Las técnicas de microaglutinación cruzada.

Comose ha expresado,

los métodos empleados para la identificación en suerogrupos de lep­

tospiras aisladas, también se empleanpara el suerodiagnóstico de

pïcientes humanosy de animalesa En esto. las condiciones locales

y Jas preferencias personales puedenhacer variar el método o la

tésnica a elegir­
Seria deseable o necesario, sin embargo, expresan Wolff y

Brüom. (27) a efectos de comparar resultados obtenidos por distin­

tos observadores, que todos estos datos hubiesen sido obtenidos mg

diante las mismastécnicas, sobre todo tratándose de trabajos de

investigación
Si bien las técnicas son muysimilares en todos los laborato­

rios importantes, los detalles de ejecución varian en cada caso.

Por ejemplo, Wolff (kh) en Amsterdamprepara las diluciones de sus

ro hiperinmune.y añade la suspensión de antígeno en volumenigual.

a la dilución. contando las gotas, mediante el empleo de una pipeta

de Schüffner, colocándolas en placas de porcelana provistas de de­
presiones.

Las diluciones finales empleadas son 1/10, 1/30. l(1pO. 1/300
1/1.000 ... La incubación se lleva a cabo durante 2 a h horas a

329 C, y se lee colocando mediante un asa una gota sobre un porta»

objetos, sin cubreobjetos, en el microsc0pio de fondo oscuro, con
pequeño aumento.

Babudieri en Italia (45) Y Cacchione en nuestro pais (M6) efeg
rúan las diluciones en tubos de hemólisis midiendo los volúmenes de
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suero hiperinmune. diluyente (solución fisiológica al 9 °/oo) y aa
tigeno vivo mediante pipetas graduadas. El antígeno se añade a la
dilución de suero en una relación de 9:1. Incuban a 37Q Ó durante

1% a 2 horas. y leen del mismo modo que wolff.

2) Las técnicas de adsorción cruzada.

bebe señalarse que lOs proce­

dimientos de microaglutinación constituyen sólo un paso preliminar

en el análisis antigénico en general, porque la verdadera composi­

cián antigénica de la cepa se puede determinar únicamente mediante

las pruebas de adsorción de anticuerpos cruzada.
Unhecho aún no aclarado en las técnicas es la indicación del

número de microorganismos (cantidad real de antígeno) a emplear en

las pruebas. Babudieri muyrecientemente propone una standardiza­
ción del método.

La prueba de adsorción, tal como la llevan a cabo Wolff y

33003 0+7). se realiza formolando lOÓml de un cultivo bien desa ­

rrollado con 0.5 m1 de formol al h0%. centrifugando luego a 10.000

rpm durante 20 minutos y mezclando 9 partes del sedimento con l de

inmunosueroa adsorber, diluido a titulo standard 1:3.000" Luego
de dejar la mezcla a temperatura ambiente al menos 2h horas. se

centrifuga otra vez a 10.000 rpm durante 5 minutos y el sobrenadan

te se emplea en pruebas de microaglutinación. empleando antígeno
formolado.

Todos los autores emplean. para adsorber los anticuerpos del

suerO. suspensiones formoladas. y sobre el suero ya adsorbido. reg

lizan las pruebas de microaglutinación. Para ello, Babudieri em­
plea suspensiones vivientes de LeptOSpira. y Cacchione suSpensio­
nes fOrnoladas.

Esta microaglutinación es llevada a cabo por Wolff también en

placas de porcelana. y los otros autores mencionados la hacen en
tubos de hemólisis.
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Expresión de los resultados obtenidos en las pruebas suerológicas

A efectos de facilitar la comparación. Wolff y Broom (27) prg

ponen registrar los resultados obtenidos del enfrentamiento de una

serie de diluciones de un dado suero hiperinmune contra su cepa ng

mólogay otras heterólogas. expresando no las diluciones limites

verdaderas en que la reacción tiene lugar sino el porcentaje del
título homólogoalcanzado por la reacción con las cepas heterólogas.

Asi, si el titulo homólogoes l: 10,000 y las cepas heterólogas r9

accionan hasta diluciones 1:3.000 y 1:5.000, se expresará como

3C (%) y 50 (%). Se debe mencionar el titulo homólogo pero no in­

cluirlo en las tablas. En éstas. las reacciones que tienen lugar

a menos del 0,1% se consignan comonegativas. Wolff también pro­

poneuna representación gráfica. En ella, cada reacción es repre­
sentada por una barra o columnavertical cuya longitud indica el

porcentaje del titulo homólogoobtenido en la prueba de microaglu­
tinación.

Desdeun eje horizontal, a lo largo del cual están represenp
tados los distintos suerotipos. en una posición fija definida por

sus afinidades suerológicas, parten dichas barras; las que se
hallan en la parte superior del diagramarepresentan las reaccio­
nes de la cepa considerada con los sueros de cada uno de los sue­

rotipos ensayados, y en la de abajo. las pruebas cruzadas, o sea
el suero de la cepa en cuestión frente a todos los suerotipos. En

el eje de ordenadas se empleauna escala logaritmica.

Los suerotinos que se emplearán en las pruebas de adsorción

serán aquellos cuyas barras indicatrices emerjan

Respecto de la designación de las distintas fracciones anti­

génicas. es preferible por ahora, en vista de la anarquia reinante
en su nomenclatura. no intentar designar bajo la forma de fórmula

antigénica alguna los resultados obtenifios.
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Algunas consideraciones sobre la inmunoquímicade las Leptospira

En 1962. Dymomskay Babudieri (MB)hallan que la "lisis" de

leptospiras en presencia de inmunosueros no es tal. y que sólo exis

te aglutinacióni Colocando en presencia de Leptospiras una gran cog

centración de inmunosuero, hallan que si el medio está gelificado
e inmoviliza las Leptospira, no se produce lisis alguna, haya no

no complemento, Cae así una vieja y generalizada creencia, que

sostenía que en el caso de las leptospira se produce lisis en auseg
cia de complemento.(2) Los autores confirman lo anterior por cor­

tes ultrafinos de las fllysis balls", periféricos y centrales, y exg
menal microscopio electrónico, que revela leptospiras intactas.
Ademásdichas "lysis balls" regeneran las Leptospira intactas por

ccntrifugación y lavado. Consideran que el aspecto anormal de las
leptospiras en presencia de concentraciones elevadas de inmunosuero

se debe a un fenómeno tipo Rieckenberg, y que los dos tipos de agku

tinación que se observan "lysis balls" o haces, puedenexplicarse

por la movilidad de los cuerpos espiroquéticos y 1a presencia de

ganchos terminales. En el caso de los cultivos formolados, la falta

de movilidad causaría la formación de "amas" irregulares. poco coma
pactas.

Addamiano. (h9) teniendo en cuenta que toda la sistemática del

género se basa en la producción de anticuerpos en el conejo, estudia
la influencia del método de preparación del suero inmuneen 1a pro­

ducción de anticuerpos específicos. paraespecíficos y aespecíficos.
LOSanticuerpos paraespecíficos son constantes, debidos posiblemen­

te a un antígeno o grupos de antígenos secundarios. comunesa varios

suerotipos y que los reúnen en suerogrupos. Para ellos, es funda ­

mental el animal dador del suero, por lo cual se comportarían como

las "funciones antigénicas potenciales" de Landsteiner. antigénicas
para algunos animales y no para otros. Los anticuerpos aespecíficos

son inconstantes y se deberían tal vez a fenómenosde degradación

de antígenos verdaderos, o a los llamados "anticuerpos naturales”.
Son poco frecuentes en el conejo. La autora llega a la conclusión

que es mejor dar inyecciones repetidas de antígeno. obteniéndose
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sueros muyespecificos ya sea inoculando antígeno vivo o muertoa

Los anticuerpos producidos por el antígeno soluble contenido en el

medio de cultivo son altamente paraespecificos. El valor de las re

acciones paraespecificas y aspecificas disminuye proporcionalmente
con el aumentode los anticuerpos especificos y hay en este senti­

do diferencias individuales entre conejos. Por ello recomienda em­

plear un pool de sueros de varios conejos distintos“
Este trabajo resulta de especial importancia pues si se con ­

frontan los resultados obtenidos en el estudio antigénico de las

leptospira por diversos autores. comolos de Walch-Sorgúragcr (50).

Wolff (kh). Yamamoto(51) y Kitaoka, se hallan ciertas diferencias
notables que pueden influir considerablemente en la sistemática de

algunas cepas y de algunos suerotipos, y es posible que se deban

no sólo a la diferencia de técnicas empleadas en su estudio sino

también a los animales utilizados en la preparación de los sueros

hiperinmunes.

Inducción de cambios en los caracteres antigenicos

Hemosexpresado que Wolff y Broomsostienen la estabilidad de

la constitución antigénica de las Leptospira. Sin embargo. será
necesario tomar en cuenta los hechos siguientes, que demostrarian
lo contrario Schüffner y Mochtar (52) observan que las Leptospira

que quedan sueltas después de 1a aglutinación por efecto de un sue­

ro homólogo,son capaces de regenerar un cultivo con las mismas ca­

racteristicas que el original. Pero Bessemans.Wittebolle y Nieme­
geers (53) y Bessemans y Derom (5h) hallan alteraciones en 1a con­

stitución antigénica de cultivos de Leptospira biflexa desarrolla­
dos por algunos pasajes en medios con suero homólogo.

Pike y Schultze (55) en 1958 cultivan L. grippotyphosa. L.po­

monay L.canicola en presencia de inmunosuero homólogo, y observan

a lo largo de series de pasajes. que las cepas disminuyen su aglu­

tinabilidad por el suero. Mediante ensayos de absorción cruzada

de anticuerpos entre la "nueva" y "vieja" grippotyphosa, comprue­
ban que ha habido pérdida de algunos componentes antigénicos y ana
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rición de otros nuevos. Repetida la experiencia más de 8 meses

después, resulta que la modificación no retrograda.
Siguiendo los trabajos anteriores. Parnas, Malinowski y Hal­

gaS (55) en 1961. demuestran que es posible modificar experimental­

mente 1os caracteres suerológicos de los suerotipos standard, some

tiéndolos a determinadas "agresiones"- Ello es realizado nor re­

pique en medios adicionados. ora con suero homólogode alto titulo,

ora con sustratos heterólogos obtenidos por desintegración ultra­
sónica. Comoresultado se obtienen "nuevas cepas". en las cuales

se halla disminuida la aglutinación por el suero homólogoy apare­
cen coaglutininas no señaladas en las tablas de Wolff y Broom.(27)

Breve reseña sobre 1a constitución química y composición de los
antígenos

Mencionaremossomeramente los resultados obtenidos por las

dos escuelas norteamericanas. a las que se deben todos nuestros cg

nccimientos sobre el tema hasta el presente. así comoalgunos tra­

bajos realizados en Europa y la India.
Hiatt (1953)(57) inicia los estudios sobre el tema desinte ­

grando organismos 1avados( cepa Wijnberg ) con desoxicolato de Na;
extrae los lípidos con alcohol amilico y cloroformo. y dializa y
concentra la fase acuosa. obteniendo lo que denomina"fracción l".

Esta no contiene lípidos, proteinas. péptidos ni aminoácidos; cone
tiene en cambioácidos nucléicos y otras sustancias.I Resulta acti­

va en ensayos de fijación de complementocon especificidad para

todo suero antileptospira ( especificidad de género ). y en espe­

cial para el tipo homólogo, con el cual reacciona más intensamente.
Diversos ensayos llevan a afirmar que probablemente la parte

activa es un polisacárido de naturaleza predominantementepentosá­

nica. Inyectado a conejos, produce anticuerpos para fijación de
complementopero que no intervienen en la aglutinación de leptospi­
ras ViVas. Se trataría de un sistema antigénico independiente,

Estos resultados son confirmados en el mismo año por M4 5_

Schneider (58). En 1956. N. Rothstein y c.w. Hiatt (59) estudia":
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extractos alcohólicos al 70%de laptospiras lavadas, con 25 cepas

pertenecientes a 20 suerotipos. Luegode eliminar el alcohol por
diálisis y concentrar, mediante evaporación a través del celofani

someter a electrodiálisis prolongaday separar la fase sólida foca
mada por centrífugación. denominana esta última "antígeno de fin;

ción de complemento"y al líquido sobrenadante "precipitinógeno"¿

Amboscontienen pentosas y metilpentosas, pero no hexosas ni hepw

' tosas. Nologran identificar con seguridad los azúcares presentes

mediante cromatografía. Tanto el precipitinógeno comoel antígeno

fijador de complementopresentan espectros infrarrojos similares

uno a otro (aunque no iguales) y similares también a los de otros

polisacáridos bacterianos. El precipitinógeno inyectado a conejos
produceprecipitinas géneroespecíficas y aglutininas tipo-especí­
ficas. eliminables estas últimas por absorción con leptospiras ho»

mólogas enteras.

Los autores deducen que habría en la célula dos tipos de antín

geno: uno periférico P, tipo específico, de composición desconoci­
da (pero probablemente sea una asociación proteína-polisacárido)

que sería aglutinógeno. y en ciertas circunstancias precipitinóge»

no o antígeno de fijación de complemento; el otro seria el antí ­

gene somático género-eSpecífico S. un lipopolisacárido que no se

revela a menosque se desintegre la célula. por ser un antígeno pro

fundo. En caso de actuar lo haría como precipitinógeno o antígeno

de fijación de complemento.

El preparado denominado "precipitinógeno" por 10s autores se­

ría una mezcla de antígenos S y P, predominando el primero.

En 1957. (60) N_ Rothstein prosigue estos trabajos y halla ng

laciones heterogenéticas entre Shigella dysenteriae y L.pomona.En
cambioen 1960, Papachiriacu (61) niega la existencia de tales re­
laciones.

N, Rothstein y F, Wollman (1959)(62) preparan otra vez el pre

cipitinógeno soluble en agua y el antígeno fijador de complementoe

insoluble. por el métodode extracción alcohólica. Estudian este

ultimo antígeno suerológicamente, mediante microaglutinación, ans;
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YOhemnlítico da Cor de sensibilización de los eritrocitos. y prug

ba de fijación de complemento al 50%de hemólisis. Óemuestran que

el antígeno es estable y puede aplicarse ventajosamente para el sus

rodiagnóstico en hombres y animales. Para bovinos. es mejor el film

tino método mencionado.

M_D_Schneider (63) emplea una técnica de fraccionamiento más

perfeccionada para estudiar los distintos antígenos y sus prOpiedg
des químicas. Prepara (6h) la fracción 1 de L. bataviae. L.caníco­

la y L.icterohaemorragiae. Por hidrólisis y cromatografía de 1a
última halla entre 5 y 7 componentes. algunos de los cuales podrían

ser l(-)arabinosa. d(-)xilosa, l(-)ramnosa y glucosamina. En las
fracciones 1 de los tres suerotipos nombrados,halla pentosas, me­

tilpentosas y DNA.Mediante la espectrofotometría ultravioleta de

los productos de una reacción de Dische ( B Ó y R ) coloreada, del

ácido sulfúrico-sulfhidrilo por ellos empleada. logra una identifi­
cacion preliminar de ciertos azúcares de la fracción polisacárido

de 1a "fracción 1". hallando cantidades similares aproximadamente
tanto de pentosa comode metilpentosa en los 3 suerotipos (65), por

lo cual ésto no explica las diferencias suerológicas entre ellos.
La fracción 1 es genero-específica en pruebas de fijación de

complemento. aunque reacciona (como vimos) mas intensamente con el

suero homólogo. Ensaya entonces una "purificación parcial" sobre
ella: precipitando el ÓNAPor alcohol de la solución salina; el

componenteen solución es designado "etanol-soluble"; a otra porción

de fracción l añade 012Mgy trazas de HONa.precipitando material
suerológicamente activo. denominado"insoluble en álcali"; sobre

una tercera alícuota añade Soqu y tungstato de Na, separando el
"antígeno precipitado por ácido túngstico". Las tres porciones re ­
sultan activas.

Examinandolos resultados obtenidos, el autor concluye que la

"fracción l" posee un principio género-específíco.asociado con‘unl
polinucleótido ( y con trazas de proteína ) posiblemente desprovis­
to de actividad. Ese principio es termoestable y no dializable; seu

ría un polisacárido. fundamentalmentetipo pentosano, (comohallara
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Hiatt en 1953) similar a1 somático de los neumocoeos.

Los trabajos prosiguen. y en 1955 (66) Schneider encuentra que

la fracción l inyectada al conejo produce antisuero fijador do com"

plemento. Esto no es nuevo pero el autor halla además que ese sue­

ro tiene aglutininas altamente tipo-especificas. lo que hizo pen!
sar que la fracción l contiene 2 antígenos.

LuegoSchneider aplica su marcha de fraccionamiento, cuyos pa­

sos fundamentales sonslavado. desintegración, extraccion con alco­
hol amilico-cloroformo; separación en 3 capas: 19) fase de solven­

tes con los lípidos ( se descarta ); 2Q) fase acuosa: por diálisis,
etc. dá la fracción l; y 39) una capa interracial. Esta se separa

en: no precipitable por ácido túngstico (Fracción h) y precipitable
por ácido túngstico, que a su vez por tratamiento con alcohol se

divide en: soluble en alcohol al 75%:dializado dará la fracción 2,
e insoluble: por diálisis nos dá la fracción h.

LOSnumeros 1.2.3 y h indican cantidades decrecientes de ma­

terial antigénicamente activo. La fracción l contendria aquella
parte inmunológica en la cual las determinantes antigénicas están

vinculadas químicamentecon preparaciones similares de otros suero­

tipos. Muyprobablemente la especificidad de las reacciones de fi­

jación de complemento, asi comolas reacciones cruzadas del antíge­

no de fracción l se deban a 1a estructura quimica del polisacárido.

Pero no se excluye que también el aglutinógeno especifico de esta
fracción pudiera intervenir en una reacción de fijación de comple­
mento_

La fracción 2 parece no contener glucosamina. Contiene menos

N, pentosa y deoxihexosa que la fracción anterior. según la reac­
ción de Óische mencionada; habria diferencias entre L. bataviae.

L. canicola y L. icterohaemorragiae en la composición de esta frag

ción. Contendria un haptene polisacaridico. que fija el complemen­

to con el suero homólogo. pero reacciona escasamente con sueros an­

ti-fracción 1 y anti-fracción 2, homólogosy heterólogos. Se supone
que la actividad suerológica de esta fracción 2 se debe a impurezas
de fracción l­
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Las fracciones 3 y h fijan débilmente complemento, tal vez por

la mismarazón. La fracción 3 es fundamentalmente proteica y pa­

rece ser un antígeno comúndenominador. La fracción h consiste en

material nitrogenado no proteico, comoera de esperar.

En 1955. Schneider y McLaughlin (67) aplican la espectrofoto­

metria infrarroja en el rango 2 - lí'u para el estudio de ciertos
grupos quimicos funcionales de las fracciones de Schneider.i De 1a

interpretación de las complejisimas curvas de absorción resultaría

que los datos más notables serian el hallazgo en la fracción l de

uniones polisacaridicas; en 1a 2. habria funciones carboxilo au­
sentes en la anterior; en la 1 hay ácidos nucléicos. ausentes en

la 2 y 3. Hay picos comunes a la 1 y 2, En esta última hay indi­

cios de la presencia de un sacárido más complejo. por lo que esta
fracción tendria un elevado contenido en azúcares.

El espectro de la fracción 3 indica una proteina comúna los

distintOS suerotipos.
Los autores observan que las diferencias entre los espectros

de los distintos suerotioos en las fracciones l y 2, que no se a1­

canzan a interpretar enteramente, puede aclarar las causas de las

diferencias y relaciones suerológicas.

En 1958, G. Heymany G.Siefert (68) estudian los aminoácidos

constituyentes de las proteinas y libres de diversas espiroquetas
y leptospiras. El alto tenor en aminoácidos (30%)parece caracte­

rístico de las proteinas de las espiroquetas. El cociente RNA/ÉNA

es similar al de las bacterias. Los lípidos se encuentran en un

20%,cifra superior a las encontradas en bacterias.

En 1960. J. van Riel. Marc van Sande y M. van Biel (69) estudian

extractos de leptospira mediante microelectroforesis sobre gel de
agar. Los microorganismos lavados varias veces se desintegran por

sonicación y luego se separan los restos celulares, concentrándose
el sobrenadante por ultrafiltranión. Se somete a la microelectro­

foresis soL.c agar con un patrón de albumina humana. siderofilina
y dextrano despolimerizado. Los ensayos realizados sobre las cepa:

Wijnberg y'wa Leiden(biflexa) arrojan resultados distintos.
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En la India, P G.Pande, P.G, SeJtarrlnh y R-R-Shukla (70) en

1961 realizan el análisis antigénico de las h fracciones de Schneiw
der de h sub-suerotipos de L.pomona. por difusión en agar de lcs

antígenos y anticuerpos. Las fracciones han sido ensayadas en pre

sencia de los antisueros; los sueros inmunes preparados con las
fracciones l y 2 dan una sola linea con las células enteras homólo­

gas. Pero las fracciones 3 y h no dan nada. indicando que estan

más profundamente ligadas a la célula”

Otras experiencias indican que las fracciones 1, 3 y h son co­

munes a todos los subtipos en un suerotipo, mientras que la 2 pare­
ce determinar las diferencias. Los autores han revelado las preci­
pitinas en las mismas condiciones

ggbre la discutida pgtggggigiggg_geggigrtgs Leptospigg bifilggg

En base a la identidad morfológica y algunas observaciones ez­

Derimentales, ciertos autores sostuvieron, sobre todo en el pasado,
que no existe diferencia alguna entre las leptospiras saprófitas y
patógenas. y que las primeras pueden transformarse en las segundas,

sea directamente, pasando del agua al organismo de los animales o

del hombre, o indirectamente, pasando a través de un animal porta­
dor, o modificándose bajo la acción de condiciones ambientales par­
ticulares (2)

Esta tesis fue sostenida eSpecialmente por Zuelzer, Baermann.

Sardjito, Hermann‘Soesilo y - durante cierto tiempo --Uhlenhuth_

Se basaba en el resultado de infecciones experimentales de cobayos

con cepas de leptospira acuícola, que se habrian tornado suerológi­

camente iguales a las cepas patógenas.

Estos resultados no han podido ser reproducidos por varios in­

vestigadores que han estudiado este problema (Schüffner. VanThiel,

Mochtar, Dinger y Verschaeftel. Shiga y Kitaoka). y la noción de la
estabilidad del carácter antigénico y del poder patógenofue afir­
mándose. por lo que hoy pocos son los que sostienen la hipútesis
de Zuelzer.

Baermanny Zuelzer, investigando la posibilidad de "transforu
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ma61ón" (Umwandlung),observan el desarrollo de un cuadro tipico

de Weil en 01 cuarto pasaje en cobayo de la cepa acuícola RGlú bel

último animal. dichos autores recuperan una cepa distinta. Con

otra cepa acuícola (Erlangen) Uhlenhuth y Grossmannobtienen resul­
tados similares.

La cepa W.A.Z. no adquirió virulencia en cobayo, y fue inocu­

lada a una mujer; un cobayo inoculado con sangre de esta mujer al

69-79-8Qdia, murió con ictericia, y la cepa recuperada no era a­
glutinada por el suero de la persona inoculada. que en cambio aglu­

tinaba 1a cepa w A.Z.

Casi todas las cepas acuicolas estudiadas por Baermanny Zuel­

zer ( RGl. RGV.Erlangen. waA. Sarang Gitting I, II y III, Petoen­

bocken, w_A.Z.) se "transformaron" en virulentas para el cobayo;

otras cepas, se "transformaban" en Sumatra pero no en Europa.

VanThiel explica los resultados de Zuelzer suponiendo un

error en 1a identificación de las cepas, o una epidemia de lepto­

spirosis entre los animales de experiencia.

Sin embargo, debemosconsiderar varios hechos vinculados con

el problema. Uno es la demostración de que en ciertas circunstanp

cias también las leptospiras modifican su constitución antigénica.

como hemos visto ya (53, 5h, 55. 56).

Por otra parte. sin que pretendamos discutir el tema. sabemos
que ciertos suerotipos originariamente considerados patógenos. y a

veces causantes de cuadros clinicos muygraves en el hombre (anda­

man A)(6) fueron considerados por los investigadores húngaros Füzi

y Csóka (71) y por Cacchione y colaboradores (72) en nuestro pais.

dentro de las Leptospira bifleta. Sin embargo.han aparecido nue­
vos casos.fatales o no (73. 7h) en los que el agente causante seria
la L.andaman A.

Comose muestra en la última clasificación de leptospiras pro­

puesta, este suerotipo. junto con L. semaranga. no figura ya entre
las leptospiras patógenas.

La cepa tipo. CH11. fue aislada por Taylor y Goyle (75) en

1931 durante un brote epidémico en las islas Andaman.
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La cepa Rat Semarang 173 ( L.semarangn) rue aislada en 1937

de una rata en Java por Sardjito y Mochtar (76)_

Óymouska en 1960 (77) y luego Babudieri y Dymowskaen 1961 (78?

hallan que una cepa aislada en 19MBen Pelonia probablemente de la

Sangre de un paciente por Chrominski (cepa Lublin) es antigénica­

mente idéntica a 1a R S. 173. suerotipo que hasta ese momentono

habia aparecido en EurOpa.

En 1a Unión Soviética, Tiérskij halla en 1960 (79) que la cepa

BSH, acuícola aislada de un pantano en la región de Moscú en 1931

"Posee antígenos comunes" con 1a R_S.173. e informa que han sido

aisladas otras leptospiras idénticas a la cepa BSH,tanto del agua

comode los animales y del hombre, en distintos puntos de la U.R_S_S¿

La L.semaranga también es considerada L.bifleza por Füzi y

Ósóka (71) Y Por Cacchione y colaboradores (72)­

En 1951, Czekalouski y'Horne (80) investigando tres casos dc
"cistitis abacteriana aguda", logran aislar de uno de ellos una ce­
pa de Leptospira. La describen como "dudosamente patógena", no ob­

stante, porque no exhibe propiedades patógenas inoculada a1 cobayo.

En 195M.Czekalowski y McLeod(81), estudian esta cepa. llamada

"Leptospira leeds". hallando que no tiene relación antigénica con
los tipos de leptospiras patógenas frecuentes en Europe. Sin embar­
go, el suero anti-leads dá reacciones fuertemente positivas con vie­

Jas cepas patógenas. en tanto que otras cepas del mismotipo no re­

accionan. Noresulta patógena ni aún inoculando grandes cantidades.

La cepa crece mejor que las patógenas en medio de Fletcher

preparado con distintas concentraciones de orina. 10 que hace exprer

sar a los autores que "bien puede ser un agente causal de cistitis

abacteriann aguda".
Füzi y Caokaen 1960 (82.83) estudian las relaciones antigéni­

cas de esta cepa con los suerotipos patógenos conocidos y registra­
dos, realizan pruebas de patOgenicidad con métodos más sensibles.

Y comparanlas pr0piedades biológicas de las cepas con las de los

suerotipos patógenos y con las de leptospiras de agua. empleandolot

ensayos del SOhÓuy de la yema de huevo ; de los propios autores.
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Nohallan ninguna acción patógena ni relación antigénica con las

cepas patógenas, nuevas o viejas. Por sus prOpiedades biológicas

las ubican en el grupo de L.biflexa pero sin excluir su pertenencia
a las supuestas leptospiras comensales. No juzgan aclarado el pa­
pel de la leptospira en las Cistitis mencionadas.

Medios de cultivo

Las leptospiras no desarrollan en los medios usuales emplea­

dos en microbiologia. Los primeros resultados positivos, si bien

poco satisfactorios, se lograron con un mediosemisólido utilizado

por Noguchipara cultivar Borrelia recurrentis, en anaerobiosis.
Se hicieron diversos intentos añadiendo fluidos naturales del

organismo, comoliquido ascitico, suero de diversos animales. etc..

en.soluciones salinas; el paso fundamental fué dado por los franp

cases y alemanes al emplear suero de conejo en condiciones semiana­

eróbicas. Reiter y Ramme(8h) propusieron en 1916 el uso de lO a

20%de este suero, en solución fisiológica al 8.5 0/00, con trazas
de hemoglobina. Este medio se usa aún hoy en el Instituto Pasteur

de Paris, cubriéndolo con una capa de Vaselina liquida; otros au­
tores le han introducido variaciones.

Uhlenhuth (85) empleó en 1917 suero de conejo diluido 1:30 en

agua de grifo. Desde entonces, el suero de conejo, preferiblemente
algo hemolizado, resulta practicamente insustituible. Es convenio;
te realizar un "pool" de varios sueros. pero comoel de algunos co­

nejos puede inhibir el desarrollo, deben ensayarse por separado an­

tes de mezclarlos. A veces el inconveniente se debe a la presencia

de aglutininas, pero en ocasiones se produce sin que éstas sean de­
mostrables (6),

En 1922 y 1923, Vervoort (86) obtuvo resultados más uniformes

al standardizar los componentes del medio. y demostró la convenienw

cia de añadir pequeñas cantidades de peptona. Señaló la fundamental

importancia del dí. siendo el rango 7,2 a 7.h el más favorable.
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Estos resultados de 1a escuela holandesa han sido adoptados por

casi todos al introducir en los medios las soluciones buffer.i

La mayoria de los medios contiene peptona, recomendandose la

marca Witte. No obstante, puede reemplazarse perfectamente por

otras. comobifco proteosa NQ2, Difco Neopcptona. Fairchild, etc.­

Czekalowski, McLeody Rodican. en lQSh. (87) hallaron que in­

cluso dentro de una mismamarca habia variaciones notables en la

aptitud para mantener el desarrollo entre partidas diferentes de

peptona. por lo que se recomienda efectuar siempre ensayos previos

con cada nueva partida.

Frecuentemente los eritrozitos hemolizados. en dosis pequeñas,

favorecen el desarrollo. Czekalowski. McLeody Rodican (87) expli­

can este hecho fundandose en la ausencia, según ellos. de catalasa

en las leptospira (88); esto concordaria con el efecto nocivo que

ejerce la luz sobre estos microorganismos.

La temperatura óptima para el desarrollo es 30-329. haciéndo­

lo sin embargobien desde 259 Ó. No obstante, para cultivos en

primer aislamiento se recomienda incubar a 37Q C.

La composición de los medios de cultivo es en rigor aún empi­

rica.I y van introduciéndose modificaciones a medida que se adquie­

ren nuevos conocimientos sobre la fisiología y el metabolismo de

las leptospiras. sus requerimientos nutritivos, factores de desa­
rrollo y activadores. Asi, el medio de Stuart (l9h6)(89) no con­

tiene peptona.pero en él la asparagina y la glicerina son los prig

cipales complementosnutritivos que la reemplazan; el medio de
Chang (19h7)(90) contiene en cambio Bacto-triptosa y polvo de ex­

tractos de higado, y en lugar de suero de conejo lleva suero de ca­
hallo.

E1 medio de Savino y Rennella (91) posee suero de carnero y

hematina. señalando los autores que esta última seria un factor

de crecimiento y que el autolizado de levadura y el hidrolizado de
caseína favorecen marcadamenteel desarrollo. Está comprobadoque

el suero de conejo es el más conveniente. pero éstos y otros invesm

tigadores han empleado suero de animales grandes por su más fácil
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obtención en grandes cantidades.
Los medios de empleo más frecuente en la actualidad són el de

Reiter y Ramme.Vervoort, Fletcher. Stuart y Korthof, con o sin

modificaciones de la fórmula original. Este último, con las modi­
ficaciones con que lo emplea Babudieri. es muyconveniente por su

preparación fácil y relativamente económica y es adecuado para man­

tenimiento de colecciones, preparación de antígenos y aislamiento
de cepas. Es el adoptado por este Instituto.

Al efectuar repiques es conveniente realizar inóculos masivos,
transfiriendo al medio fresco alrededor del 10%de su volumen to­

madodel cultivo viejo con pipeta Pasteur.

Medios sóliggg

Durante muchotiempo, los intentos de desarrollar Leptospira
en medios sólidos no dieron resultados satisfactorios en 1a ob ­

Eención de colonias aisladas de Leptospira. Asi Woratz (92) des­

cribe en 1952 el crecimiento de leptospiras en agar inclinado. pe­
ro es muydudoso que el desarrollo haya ocurrido comocolonias ais­
ladas.

Cox y Larson en 1957 (93) describen un medio sólido en el que

obtienen colonias aisladas de leptospiras. El medio es pobre en

sales. y contiene suero de conejo y hemoglobina. La concentración

de agar. (1%) es critica. En estos medios no se ven fácilmente

las colonias de Leptospira. por lo que Armstrong y Goldberg en

1960 (9+). estudiando su morfología. las "revelan" mediante oxala­
to de parafenilendiamina. Los autores discuten diferentes facto­

res que influyen en el desarrollo.
Stalheim y Wilson (95) prosiguen en 1963 estudiando 1a morfo­

logía de las colonias.
En 1959. Kirschner y Graham (96) describen otro medio sólido

para uso en tubos. por punción; manifiestan que en placas los re­

sultados no son tan satisfactorios.
M. Aktan y 84 Ertu‘grul (97) solidii‘ican medio de Korthof

adicionado de hemoglobina. mediante 1.7% de agar.

La importancia de los medios sólidos escapa a toda posible
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discusión, pero no podemosdejar de señalar que no es fácil obte­

ner con ellos los resultados descriptos en la literatura. a1 menos
en lo que se refiere a la purificación de cultivos contaminados.

Será necesario realizar nuevas pruebas y familiarizarse con su

empleo. Yanagaua, Hiramune y Fujita (98) estudian en 1963 1a in­

fluencia del ÓOgen el desarrollo en estos medios.I (reclamando la

prioridad en la descripción de colonias en medio sólido para Fuku­

shima (1927)) y determinan que es favorable un 0,0h% 6 1%de ÓOQ,

no desarrollando en ausencia de este, ni en presencia de concentra­

ciones mayores ( 10%- 20%). Vinculan el fenómeno al carácter

microaerófilo de las leptospiras.

Los medios para leptospiras saprófitas

Las leptospiras acuicolas casi nunca son tan abundantes en

el agua comopara poder proceder al aislamiento sin enriquecerlas

previamente; después se purificará el cultivo contaminadoobtenido.

Algunos de los medios propuestos, como el de vagedes (infusión

de levaduras). Kitaoka (hilos de paja de arroz) e Hindle ( heces

humanas).hoy sólo tienen posiblemente interés histórico. Otros,
como el de yema de huevo de Zuelzer. se emplean actualmente. Este

medio es una modificación del de Damony'Hampil (99). adicionando

buffer de fosfatos y verde brillante para limitar el desarrollo de
otros gérmenes. Kolochine-Erber (100) reemplaza el verde brillante
por sulfanilamidas.

Estos medios no contienen suero. pero los gérmenes asociados

producen metabolitos que obran comofactores de crecimiento. En

ellos desarrollan la: laptospiras saprófitas, pero no las patóge­
nas.

Nocreemos adecuado transcribir aqui una larga lista de los
diversos medios de cultivos. liquidos. semisólidos y sólidos. con
sus preparaciones y variantes, pues puedenhallarse en varias otras
fuentes ( 2, 6, kh, 100 )_

Examinaremosmuy brevemente los resultados mas importantes al­

canzados en el cultivo de leptospira en medios sintéticos y semi­
sintéticos al tratar del metabolismode estos microorganismos.
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Nociones sobre caracteres fisiológicos y metabolismo

Los requerimientos nutritivos de las leptospiras. sus fas n
tores de crecimiento y en especial el metabolismo de estos microcr­

ganismoshan sido estudiados por diferentes investigadores, llegar­
do frecuentemente a conclusiones no coincidentesa No se posee afin

un medio de cultivo de composición químicamente definida que paraje

ta un desarrollo abundante de estos microorganismos. para abordar

de modosistemático el proclama.

EL 3; l a t emperatura

Hemosmencionado ya la gran importancia que tienen el pH y

la temperatura para el cultivo de las leptospiras. ISegún.Mailleu1

y Kolochine-Erber (100) sólo desarrollan entre pH 7,2 y 7,6; las saw
prófitas sobreviven entre 5,8 y 7,8 y las patógenas entre 7,h y 8,6;

Otros autores (101. 102. 91) dan cifras ligeramente distintas pero

todos concuerdan en que el desarrollo y la sobrevida de las leptosp¿

ras requieren un ¡H neutro o levemente alcalino.
Ellinghausen (101) halla que 1a temperatura óptima está entra

28,590 y 29,59C. y que a menores temperaturas el desarrollo es más

lento. En cambio, a 32°C - 379G comienza más rápidamente pero la

división no se favorece. Hindle (cit. por (2)) halló en aguas ter­
males una leptospira que crecía a 509 - 60Q C y no a 309; puede conv

siderarse comoun caso excepcional que debe comprobarse.

Importancia del oxigeno. La respiración y factores que intervienen,
Las leptospiras son aerobias estrictas. o más precisamente

microaerófilas. Ya en 1918 Noguchi (103) señala que el desarrollo

tiene lugar en las capas superiores del medio- En 1932 Dinger (10h;

observa on medio semisólido un tenue disco blanquecino a 10-12 mme

bajo la superficie. formadopor una gran cantidad de leptospiras.

Fuera de esta zona de aerobiosis óptima, no se aprecia desarrollo.
Czekalowski, McLeody Rodican encuentran en l953-1á5¿ (87,89)

el fenómeno de Óinger en medios liquidos con todas las cepas examfing

das;la zona de desarrollo de las patógenas seria más estrecha V ale­
jada de la superficie que la de las saprófitas. y deducenque las
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leptospiras requieren oxigpno a una presión algo menor que la de eg

te gas en la atmósfera. Haymuypoca diferencia entre suerotipos.

En 19k7. Chang (105) no logra medir consumo de oxigeno median­
te la técnica de Warburg; pero Marshall en 19h9 (106) aplicando el

mismométodo lo mide. utilizando suspensiones más concentradas de

leptospira. El consumoes marcadamente estimulado por el suero de

conejo, pero no por hidratOS de carbono. aminoácidos. hemoglObina

c Deptona. _
Fulton y Spooner en 1956 (107) estudian en detalle el metaboa

lismo de la Leptospira icterohaemorragiae en medio de Korthor,cal­

culando un tiempo de generación de 58 a 68 horas en la fase logari;

mica.(Este valor depende de las condiciones, y asi Larson y Edwards

en 1958 (108) lo estiman en ll horas en otro medio de cultivo).

bebido a la baja actividad metabólica y al lento desarrollo.

no hay grandes cambios quimicos en el medio de cultivo. Asi. durante

9h dias no se observa variación del pHni utilización de glucosa.

Sólo aparecen pequeñas cantidades de ácidos grasos de bajo peso mo­

‘lecular. En suspensiones concentradas. observan consumode 02 y pror

ducción de CO2lente pero constante.
El constituyente del medioque estimula la respiración resulta

ser principalmente el suero de conejo. No es reemplazable por otras
sustancias ensayadas. que se muestran inactivas, comola glucosa,

glicerol o ácidos grasos. El hidrolizado de caseina y algunos amino­
ácidos sólo producenestímulos transitorios.

Las autores encuentran que el constituyente activo es la pro ­

teina sérica. ñemuestran.un sistema citocromo-c y compruebansu par­
ticipación en la reapiración pues ésta es interferida por azidas y

cianuro; no interfieren en cambiomalonato. arseniato ni fluoruro.
que inhiben enzimas del metabolismo de la glucOsa.

Azúcares

Poco se conoce actualmente sobre la fermentación de azúcares y
alcoholes. y además los resultados son dispares._ Según Chang (105)
y Marshall (106), las leptOspiras no utilizan azúcares.

Supnieuski y'Bano (109) hallan que las laptosniras cultiVadas
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animedio de Kortbof atacan l-arabinosa, glucosa y gnlaotosa. La sa­
carOsa es levemente hidrolizcda. y la fructosa y manosa muy poco

afectadas. Una serie de otros azúcares no son empleadOS. comotam

poco el ácido úrico, nitratos. foSfctos. ácido láctico y compuestos

orgánicos fosforadOS. La urea es descompuesta con alcalinizcción
del medio.

Savino y Rennella (91) ensayan 22 hidratOs de carbono, de los

que sólo la dextrina favorece el desarrollo.

Proteinas, aminoácidos. vitaminas

Reapecto a las proteínas. aminoácidos y vitaminas, se debe

puntualizar que 10s resultados han sido en general obtenidos en.me­
dios que contienen suero o sus fracciones. y que el número de cepas
estudiadas es escaso.

Rosenfeld y Meridien (110) observan que el ácido nicotinico.
tiamina. nicotinamida. riboflavina. piridoxina y ácido ascórbico

estimulan el crecimiento de Leptospira canicola.
Savino y Rennella (91) confirman en general los resultados an!

teriores. excepto para el ácido ascórbico. que hallan inactivo. así
como el ácido pantoténico. Ensayan además 15 aminoácidos. encontran­

do favorables únicamente la asparagina y el ácido aspártico; tam!

bién provoca un mejor desarrollo el ácido pimélico, y no en cambio

una serio de ácid0s orgánicos, glicerina, colesterol y sales de Fe,

Co. Cu. zn y Mn.
En 1950, Greene. Óamieny ñunn (lll) estudian el crecimiento

de leptospiras en un medio-base salino al que añaden peptona y sue­
ro dializado. Se obtiene desarrollo. siendo eliminable la peptona

pero no el suero, que no se puede sustituir por una mezcla de amino­

ácidOs y vitaminas. resultado que ya ¿bang habia obtenido anteriorb
mente. Cultivan Leptospira canícola en medios con 19 aminoácidos.

vitaminas. bases purinicas y pirimidinicas, minerales y l-glutamina.
pero añadiendo sueroalbúmina de conejo; también ensayan la de otros
animales.

La sueroalbúmina de conejo se muestra activa para el crecimieg

to del microorganismo. y éste es estimulado por arginina. ácido ase
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partieo. prolina y ácido glutánico. aunque no la pueden reemplazars

Otros aminoácidos no favorecen; 1a única vitamina activa es la tia­
mina. y hay desarrollo de varios suerotipos patógenos en un medio

constituido por solución Binger. buffers, tiamina. asparagina y
sueroalbúmina de conejo.

En 1959, Gerhardt y Ball (112) estudian la utilización de ami­

noácidos por Leptospira canicola en medio de Schüffner. Algunos

scn utilizados. pero también se observa un aumento de aminoácidos

libres en el medio estéril. incubado a 37° C durante #8 horas por

degradación lenta de las proteinas en el medio.
En 1960. Johnson y Wilson (113) estudian la influencia de la

albúmina. globulina y suero total ultrafiltrado en un mediobase,
para el desarrollo de Leptospira pomona. La albúmina es la frac­

ción más activa. Puede mantenerse el desarrollo en medio con albú­

minaa globalina autoclavada y ultrafiltrado, o también con almidón
soluble. sueroglobulina, ultrafiltrado y hemnties lisados.

En 1962. Johnson y Gary (llh)-observan quo Leptospira pomona

crece mal con suero de conejo dializado. mejorando por adición de

ultrafiltrado. Intentan sustituir éste último. obserVandola acción
favorable de la 1-aaparagina y de la sal de amoniodel ácido pirro­

lidoncarbozilico. Otros aminoácidostienen débil acción. Salvo la

asparagdna, los aminoácidos sirven como fuente de N, asi comolas

sales de_amonio. La urea es una buena fuente, y junto con el ClNHg
puede igualar también a 1a asparagina.

La tiamina es la única vitamina esencial también para estos ag
tores. En cambio Markovetz y Larson (115) hallan reacciones de

transaminación en Leptospira biflexa. y piensan que los aminoácidos

pueden servir también comofuente de energia. pues pueden ser meta­
bolizados y existe un sistema citocromo-c en las leptospiras.

Lipidos, lipasas y su significado

Fulton y Spooner (107) estudian en sus trabajos sobre respira­

ción 1a influencia de los ácidos palmitico. esteárico y oleico, sin
lograr identificar el estimulante. La respiración aumentacon fos­
folipidos impurOs de yemade huevo, posiblemente por la presencia
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de ácidos grasos en el fesfolipido. que actuaria en si comodeto­
xificante.

En 1957. Holprin y Hiatt (116) hallan que la proteina del sue­

ro suministra ácidos grasos en forma no tóxica. y que en presencia

de la fracción V detoxiricante del plasma humanola respiración es
aumentada por trazas de algunos ácidos grasos.

woratz (1957) (ll?) e Ivler (l960)(118) observan que lOs áci­

dos grasos promuevenel desarrollo. El primero emplea un medio con

gelatina y caseina digerida por tripsina.
Kemenesy Lovrekovich (1959)(119) obserVan una enzima que ata­

ca grasas, en partiCular sebo de buey. Las cepas activas son en es­

pecial las virulentas; al perder la virulencia ya no atacan las gra

sas- Los autores suponen que este sistema lipásico seria también

el agente que produce Opacidad en medios con la yema de huevo, Los
suerotipos con actividad lipásica notable provocanictericia y hemg

rragia en los tejidos. _
En 1960, Parnas, Kófilak y Krukouska (120) hallan actividad li­

pásica en algunas cepas patógonas y no en otras.
Bertok y Kemenes(1960) (121) hallan las lipasas en patógenas

y saprófitas. aunque los sistemas serian distintos. Las cepas que
atacan grasas animales actúan sobre la tributirina; las saprófitas
actúan sobre ésta pero tienen menor acción sobre las grasas anima­

lcs en general. La tributirinasa aparece en los cultivos liquidos,
y está relacionada con la hemotozina pero no siempre con la viru ­
lancia.

Kmetyy Bakoss (122) en 1961 hallan que la producción de lipa­

33 y hemolisina en diversas cepas no está vinculada entre si ni con

la virulencia ni son caracteristicas para cada suerotipo.
En 1953 Mifuchi y Kawata (123) proponen sustituir el suero de

conejo del medio de Korthor por lecitina de yema de huevo para el

cultivo de Lentospira icterohaemorragiae.
Mifuchi. Hosoi y Yanagihara (12h) estudian en 1961 los lípidos

de la yemade huevo extraibles por acetona que,según 91105. pueden

reemplazar al suero de conejo para el cultivo de LeptOspira canicola.
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Mbdiante fraccionamientos hallan dOSgrupos activos: uno contendría

"ácidos grasos no saturados y glúcidos" y el otro. fosrolípidos.
En 1952 Woratz (92) cultiva Leptospira canicola en un medio

compuesto por minerales. tiamina. asparagina y peptona. al que aña­

de productos de extracción alcohólica de suero de conejo, corazón

de buey y yema de huevo. Estos productos son termoestables y favorg

cen el desarrollo. _ '
Enmedios con gelatina. la adición de ácido esteárico. palmiti­

co, oleico o "Tween80" es favorable. pero en ausencia de gelatina

no hay crecimiento.

En cambio cn 1961, Vaneseltine y Staples (125). trabajando con

un medio de composición definida químicamente, hallan que el extrac­

to clorofórmico de suero de conejo tiene acción desfavorable. y en

medio semisólido definido el ácido oleico y el Wïueen80" permiten

la multiplicación de leptospiras en ausencia de suero. a profundida­

des variables segun la concentración de ácido oleico.

Uh resumende trabajos anteriores sobre hemolisina. catalasa.

oxidasa. lipasa y gelatinasa. asi comoestudios sobre coagulasa y
ureasa cs publicado en 1962 por Parnas, Krukowska y Nowac (126).Es­

te trabajo se refiere a un número grande de cepas : 61. más 18 mo­

dificadas antigénicamente en laboratorio. En estas últimas también
se modificó la actividad hemolitica. no asi la lipásica.

Vogel y'Hutner (127) logran un medio químicamente definido

aunque complejo. en el que desarrollan varias cepas patógenas de

leptospira, sustituyendo el suero por estores-de ácidos grasoszmo­
nooleina. monoestearina, palmitato de metilo y oleato de metilo.

La tiamina es indispensable. y la adición de ácido nicotinico, pan­
toténico. p-hidrozibenzoico. vitamina B-l2 y putrcscina acelera o

aumentael desarrollo. El ión ferroso sustituye a la hemina en con
diciones determinadas y se vincula a la catalasa; las cepas que no
posean esta enzima pueden requerir hemoexterno. Por último. el

medio contiene aminoácidos‘ sales y otras sustancias.

Será necesario estudiar y perfeccionar medios de este tipo pa­
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ra lograr desarrollos iguales o mejores que los obtenidos con medios

a base de materiales naturales complejos. comosuero; su importan­

cia trasciende de la investigación bioquímica sobre estos microor­

ganismos, pues permitiría preparar mejores antígenos, vacunas y me­
dios para aislamiento y usos generales.

Algunos factores de desarrollo

La influencia favorable de los eritrocitos hemolizados en los

medios de cultivo para leptospiras es un hecho perfectamente conoci

de, descripto por varios investigadores. Entre nosotros. Savino y
Rennella (91) hallan que la hematina es un factor indispensable.

Faine (128, 129, 130) estudia el desarrollo en medio de Kort­

hof preparado con suero en el que se ha evitado la hemólisis. hallan
do que es necesaria una fuente de hierro. La adición de éste al me­

dio disminuye el númerode leptOSpiras necesario en el inóculo para

permitir el desarrollo. Ensayandocomofuentes de hierro hemoliza­

dos de glóbulos rojos de conejo, carboxihemoglobina. metahemeglobi­

na. hematina y C13Fe. halla que estos dos últimos son menos activas.
Ademásdemuestra la existencia de una catalasa intracelular en lepto­

Spiras patógenas. de pHóptimo 7 y temperatura óptima 379 C. No halla.

por el contrario. perozidasa.

Stevtler (131) estudia la influencia de la hemoglobina,hierro

ferroso y férrico en cepas patógenas, “entrando que el férrico in­
fluye sobre el crecimiento y la sobrevivencia, más cue sobre la res­
tiración.

En la literatura se ha mencionadoen varias ocasiones el hecho

de que ciertos microorganismoscontaminantes, hongos en particular,
ejercen acción favorable sobre las leptospiras. Un ejemplo reciente
es el hallado por Ezhova (132) en una cepa de Penicillium.

Babudfleri y Zardi (133. 13h. 135) observan que en el medio de

Zuelzer desarrollan leptOSpiras cuando se siembra en 61 la muestra

de agua contaminada, pero no hay desarrollo si en el medio estéril

:9 siembra un cultivo puro de Leptospira biflexa. Por tanto. supo­
nen que el factor responsable de esta diferencia es un.metabolito de
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otros microorganismosasociados. Este resulta ser la cianocobala­

mina¡ que comoveremos luego.permite según los autores el desarrollo
de las cepas acuicolas en ausencia de suero y peptona. Por otra

parte, la cianocobalaminapermite reducir la cantidad necesaria de
suero en el medio de cultivo de Korthof enpleado para usos generales.

Estudiando cepas acuícolas. hallan que los llamados factores

similares B y C, que pueden sustituir a la cianocohalamina para mu­

chos microorganismosutilizados habitualmente en el dosaje de ésta,
son incapaces de reemplazarla para las leptospiras.

Tampocoes activa la metionina. pero si la timidina. La adeni­

na erl uracilo. solos. tienen acción limitada. La guanina es acti­
va. y potencia ademásla actividad de la timidina y de la cianoco­

balamina, las que por el contrario son inhibidas por el uracilo y

mas aún por la adenina. En cambio. adenina y'uracilo Juntos no inn
hiben.

Otros autores han obseevadoque ciertas sustancias vinculadas

al reino vegetal ejercen acción estimulante sobre las leptospiras.
Asi, Ashmarin (136) halla que el indolacetato de potasio. hormona

vegetal. activa el desarrollo y estimula cepas que se hallan en vias
de degeneración.

Efecto de agentes fisicos y quimicos

Las leptospiras son lábiles frente a condiciones adversas de

temperaturas Chang. Buckinghamy Taylor (137) hallan que una suSpenp
sión en agua destilada de Leptospira ictorohaemorragiae muere ya a

M59C en 30 min.. y a 60g Ó en 10 segundos; Babudieri halla otros

valores. A temperaturas bajas. sin llegar a la congelación. la
sobrevivencia es mayor que a 31-329 Ó.

Las leptospiras pueden ser congeladas. según algunos autores.

Gïathe, Rimpau. Uhlenhuth, en (2); Shigekaua y Stockton. en (100))
siempre que luego el descongelamiento no sea brusco. e incluso se ha

descripto que soportan la temperatura del aire liquido (138).“
Brunner ( en (2) y (100)) halla que permanecen vivas a 2Q Ó. y -du­

rante breve tiempo - a -30) C. No obstante. el congelamiento daña

‘1ngran numerode leptospiras. según observaciones realizadas me­
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diante microscopía electrónica (2),

El glicerol. que de ordinario les es tóxico. ejerce una acción
protectora durante la congelación.

Annear (139. lhO, lhl) se ha ocupado del problema de la con.

servación de cepas por desecación, intentando simplificar las teen;
cas y mejorar los resultados inconstantes obtenidos. La conserva­
ción es más efectiva a baja temperatura ( ha Ó ).

En condiciones habituales. las leptospiras no resisten la de­
secación. Otsuka y Manako(1h2) aplican la liofilización a las

leptospiras, obteniendo también por conservación a baja temperatu­

ra (congeladora) mejores éxitos. La presión osmótica influye sobre
las leptospiras. Babudieri (1h3) halla que las soluciones hipertó­

nicas producen rápidamente degeneraciones de los cuerpos espiroqué­

ticos, siendo más lenta 1a acción de soluciones hipotónicas. De

hecho. algunos medios de cultivo son hipotónicos y se emplean co­

rrientemente. comoel de Korthof. En cambio.I Savino y Rennella (91)
determinan que el óptimo de presión osmótica es 1.69 atm.­

La luz. con algunas raras excepciones, ejerce un efecto nocivo

sobre las leptOSpiras.

E1 efecto del pHse trata en otras secciones del presente tra­

bajo. Los ácidos y alcalis fuertes destruyen rápidamente las lepto­
spiras, asi comolos halógenos. aún en muypequeña cantidad (137).

que son asi eficaces en el tratamiento de aguas (lhh).
Les leptospiras son asimismo muysensibles a la acción de de­

tergentes (137) Y sales biliares (1h3).
La pepsina. y la papaina más lentamente. destruyen el proto­

plasmay dejan libre el axostil (lh3).
Las sales de Cu ejercen una acción inhibidora del desarrollo

de las leptospiras en cultivos; hoy se sabe que existe una diferen­

cia en la tolerancia a1 SOuCu entre las cepas saprófitas y patón
genas. de acuerdo a Füzi y Csóka (lhï). lo cual ha service a los
autores para elaborar una prueba diferencial­
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ñiferencias entre leptOSpiras patógenas y biflexas.

La determinación tiene importancia taxonómica y también pre­

senta un problemadiagnóstico. al cultivar cepas de diferentes ma­
teriales, inclusive humanos.

El criterio de patogenicidad para animales de laboratorio

no puede considerarse un método seguro de diferenciación. pues la

virulencia de una cepa puede perderse después de algunos pasajes
en medios de cultivo (27. nus). Para ello se recurre entonces a

métodosbiológicos basados en diferencias de requerimientos nutri­
tivOS o de tolerancia a distintas agentes. Trabajos recientes ha­
llan tambiéndiferencias netas de ciertas actividades enzimáticas.

El desarrollo en medio de Hindle (lh7). de 1925. ha sido em­

pleado comométodo de diferenciación en algunas oportunidades (27).

Probablemente otros medios empleados para enriquecimiento de lepto­

spiras acuicolas también darían resultados similares. bicho medio

de Hindle consiste en desleir 1-2 g de heces humanas en 20ml de agua

(cuando se desea aislar leptospiras. el agua es la muestra a exami­
r). en una caja de Petri- Incubado a 25-309 Ó se observa ya des­

pues de lO dias un desarrollo abundante de leptospiras acuicolaa.

Las patógenas no desarrollan (l. 6).
Otro método aprovecha la mayor resistencia de las leptOspiras

acuícolas a la acción de sales metálicas. en particular el cobre.
Füzi y Caóka (IMS) elaboran una prueba de diferenciación, preparan­

do medio de Korthof y solución de SOhCual 1%en agua destilada.
Esta solución. esterilizada y de reciente preparación, se añade al

medio de cultivo en dilución final 1:1¿000. 1:10.000; l:lO0,000,
y 121.000-000 para la reacción de orientación. En estas diluciones

se siembran por duplicado las cepas a examinar. llevando paralela­

mente controles de cepas conocidas patógenas y biflexas. Se exami­

nan 105 desarrolloa al microscOpic de fondo oscuro después de 7 dias
de incubación a 309.

La prueba ha sido empleada entre nosotros por Cacchione y cola­

boradores (72) con resultados satisfactorios : las cepas patógenas
no desarrollan en concentraciones de 1:100.000 ó mayores, en tanto
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que todas las saprófitas lo hacen desde ¡JH-0.000
Babudieri y Zardi (133. 131+.135) estudiando el metabolismo

de las leptospiras y 1a acción de 1a cianocobalamina comofactor

de crecimiento. halla tres tipos de leptospira respecto a1 desa ­

rrollo en medio de Kortnof privado de suero y peptona? pero con
ácido nicotinico ( 1.pg/m1). y eianocobalamina ( 1 mg/ml )_

Uh primer tipo. que comprende todas las patógenaS. no desarro­

lla en tal medio; un segundo, que abarca casi todas las saprófi ­
tas, desarrolla a1 menosdurante 7 pasajes. y un tercer grupo.
constituido por las cepas Patoc 1 y Sao Paulo (biflexas). desarro­
lla también sin vitamina B-12.

Es necesario lavar previamente los microorganismos para evitar

arrastre de suero y peptona del medio anterior¿ u
Posteriormente, Mailloux y Kolochine-Erber (1MB)estudian el

desarrollo de leptospiras en un medio basado en el de Stuart, pero

sin suero, que sólo contiene sales. aminoácidos y vitamina B-12.

Observan que las leptospiras acuicolas se mantienen por lo menos
dirante 1h pasajes, y que las patógenas o parásitas no desarrollan.

desde el primer momento.

Ambosmetodos han sido empleados también entre nosotras por

Cacohione y colaboradores (72), quienes sin embargoobservan una
disminución muchomás rápida del desarrollo. y después del 3er pa­

saje prácticamenteno hallan leptospiras. Por otra parte, estos

métodos resultan muchomás laboriosos que el del SOúÓu.

Füzi y ÓsGka (Ihó) prOponenun.método rápido para 1a diferen­
ciación. basado en un ensayo de oxidasa. añadiendo 0,1 ml de sola»

ción fresca de p-fenilendiamina a Á m1. de cultivo de 8 - le dias

de incubación a 309 C. en medio de Korthof. Luego de incubar a teg
peratura ambiente. a la luz, durante #5 min.. se observa que las h
patógenas exhiben color marrón rojizo pálido. y las hiflexas. ma ­

rrón oscuro o marrón negruzco.

Los mismosautores, (1h9). preponen otro ensayo diferencial.

basado en 1a diferente velocidad con que las cepas patógenas y sa­

prófitas atacan un medio que contiene 5%de yema de huevo y agar,
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empleadopara la investigación de fosfblipasas. El medio es ataca­

do. con formaciónde turbidez y pelicula, por leptospiras saprófi­
tas en #8 horas, en tanto que las cepas patógenas demoran en hacer­

lo por lo menos H ó 5 dias, y frecuentemente mucho más tiempo.

El ensayo se efectúa añadiendo 2 m1 de cultivo de lentospiras

de 5 dias de incubación a 30Q en medio de Korthof, a l m1 de medio

con yema, e incubando a 30Q C. Se reaïizan controles con cepas

conocidas y también con medio de Korthof estéril. asi comosin aña­

dido alguno.
Otras diferencias halladas fueron descriptas por PEntek-Juhasz

(150); en cultivos viejos de cepas biflexas se halla una sustancia

hemolitica para los glóbulos rojos de ratón. El autor indica, su­
Jeto a posterior confirmación. que ello podría ser base para dife­

renciar leptospiras saprófitas de patógenas virulentas o avirulen­
tas.

Además.Bertok y Kemenes (121). estudiando los sistemas lina­
sicos de las lentospiras, en particular la tributirinasa, hallan
profundas diferencias entre las patógenas y saprófitas.

Nosabemosque estas diferencias hayan encontrado aplicación

práctica con propósitos diferenciales.
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Obtención de legtosgiras de aguas

Las leptospiras se hallan muydifundidas en ciertas aguas,

y se han empleado diversos métodos para la obtención de estos micrg

organismos.

Si se siembran muestras de agua en medios para leptospira,

se obtendrán siempre cultivos contaminados con otros microorganis­

mos. Conmedios que permiten el desarrollo de leptospiras patógenas,

no siempre puedenobtenerse resultados satisfactorios. pues las con
taminaciones frecuentemente impiden o inhiben el desarrollo de las.

leptospiras y suelen conducir a la pérdida del cultivo. En cambio,

comohemosvisto en el capitulo sobre medios de cultivo en general,

se han propuesto Varios medios especiales para aguas. en los que

no desarrollan las leptospiras patógenas, y si lo hacen . en cambio,

las saprófitas; generalmente el más empleadohoy es el de Zuelzer,
y será descripto en detalle luego por haber sido utilizado también
en el presente trabajo. Referencias Originales a otros medios pue­
den hallarse en (fl47. 151. 152. 153. 15h)­

Otros métodos de aislamiento de leptospiras patógenas y sa­

prófitas de las aguas empleananimales. en particular el cobayo.

Según Austoni, (2), el aislamiento por cobayo de aguas infectadas
no debe'realizarse mediante la inoculación intraperitoneal. del mo­
do usual. es decir. esperandoel desarrollo de la leptospirosis,
pues es casi inevitable que el animal muera antes por peritonitis

séptica; los casos en que tal método dió resultados positivos po ­

drian considerarse comodebidos a escasez de gérmenes contaminantes.

Probablemente esta opinión no es compartida por todos, pues­

to que Alexander y colaboradores (155) en 1962 emplean esa técnica

para el aislamiento de una cepa (Grand River) en un foco de leptospi

rosis humana.

En cambio, puede intentarse el aislamiento. mediante 1a técn

nica de "filtración rápida in vivo" según Schfiffner (156) inyectan ­
do una pequeñacantidad del liquido por via intraperitoneal, y prac­

ticando hemocultivos luego de 10 a 60 minutos. según el Indice de
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intectividad del agua en.ezamen. Austoni expresa que empleandova­

rios cobayos. la posibilidad de obtener cultivos puros es grande.
Esta técnica se basa en que las leptospiras pasan de 1a cavidad in­

traperitoneal al torrente sanguíneo más rápidamente que muchasotras
bacterias,

Otros métodos que emplean animales son los de Appelman y van

Thiel (157. 158): el gétggg‘gg;_bgfig, coloca durante 1 hora cobayos

pequeños con el abdomenafeitado y escarificado, en el agua en exa­

men calentada a 309 C, de modoque llegue a los costados del animal;

al cabo de 3 horas se hacen hemocultivos. en medio de Zuelzer para

leptospiras saprófitas, o en medio de Korthof para patógenas. La
sensibilidad seria de l leptospira)3 ml. pero exige el empleode

10 cobayos.

E; Eótodg_ngrcut n contgggo es una modificación del anterior;
en él los cobayos se fijan sobre una tabla en posición deeúbito dor­

sal. y sobre 1a pared abdominal preparada comoantes, se adhiere con

colodión o parafina un pequeño cilindro de vidrio. abierto en ambos

extremos. y con un tubo de descarga en 1a parte lateral inferior.

Por este cilindro se hacen circular 200-300m1 del agua en examen

a 30QC. gota a gota, desde un recipiente superior, El método per­

mitiría el aislamiento de l leptospira/25-ÉO m1. Otra modificación

es el gétogo ggbcgtágeo contiguo . en el cual el agua circula por
una cavidad subcutánea abierta entre dos orificios de la piel del

abdomen. La sensibilidad seria de 1 leptospira/SO m1. y podria em­

plearse con sólo 2 ó 3 cobayos.

Se han propuesto ademásotras modificaciones a estas técnicas(h5)

Obtenidoel cultivo de leptospiras. en particular si se han em­
pleado medios de cultivo comolos descriptos sembrando en ellos la

nuestra. deberá intentarse su purificación.
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Purificación de cultivos contaminados

Esto constituye un problema no siempre fácil de resolver. Nu­

merosos métodos se han prepuesto para este fin, basados en propia w

dades particulares de las lept0spiras; algunos antiguos, ya han caí­
do por completo en desuso. como los pronuestos por Mochtar (159) em­

pleando 1a centrifugación fraccionada; Uhlenhuth y Zuelzer (160) por

¡congelamiento y descongelamiento; Hirsch (161) por la acción oligo­
dinamica de algunos metales. o Suginoto (162) empleando la inhibi­
ción por hidrato de cloral.

Kitaoka (163) observó la formación de un anillo blanquecino

constituido por leptospiras puras, cuando se sembrabaun.cultivo,

puro o no. en un tubo especial con brazo en ángulo, en condiciones

deteminadas. y propuso el empleo de este fenómenopara la purifica­
ción.

Sin embargo, los métodos más eficaces y más empleados han sido

los basados en la filtración. Esta fue empleada ya por Wolbachy

Binger (18)(bujias Berkefeld V); otros tipos de bujia. comoPasteur­

Chamberland L3 - L5 y equivalentes. también han sido muyusados des­

de hace tiempo‘ y lo mismo puede decirse de los discos Seitz EK, que

se usan actualmente. En cambio. los filtros de vidrio o amianto

comprimidohan hallado aplicación limitada.
Para 1a purificación, mediante discos Seitz. de cultivos conta­

minados. Wolff (kh) recomienda mojar el disco con solución fisiológi­

ca. luego filtrar el sobrenadante del cultivo contaminadocentrifu ­
gado a 3.500 rm durante 15 minutos Y enjuagarlo con medio de culti­

vo, sembrandoluego el filtrado en varios tubos de medio.

Otra técnica muyusada es la "filtración rápida in vivo" de

Schüffner. ya mencionada. practicando hemocultivos a los 10 minutos.

Nosiempre se obtienen resultados satisfactorios. en particular si
se hallan presentes ciertos tipos de contaminantes, comolos vibrio­

nes_(16h)

Tiérskij (165) intenta mejorar la técnica mediante el empleo
de ratones blancos en vez de cobayos.

Stavitsky (166) propone el empleo de sulfanilamida en el medio
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de cultivo (Vervoort). Evidentemente. sólo pueden eliminarse con

este método 10s microorganismos sensibles a la sulfanilamida. Aná­

logamente, Cousineau y McKiel (167) preponen.un.medio con sulfatia­

zol. sulfato de neomicina y actidiona. Eerva (citado por (172))

habria conseguido algunos éxitos mediante el empleo de distintos
tipos de sulfas.

Menges, Rosenquist y Galton (168) aplican para aislamiento

de leptospiras de orina contaminada el método de dilución y siembra

sugiriendo su empleo en forma más general.

Galton, Mengesy Shotts (169) recomiendan. aparte de la fil­

tración por discos Seitz, realizar diluciones desde 10"3hasta 10-7
del cultivo contaminado, y sembrar 0.1 m1 de cada una en cajas de

Petri con medio de Cox y Larson. Además, hemos visto que se han

propuesto otros medios sólidos.(96, 97)
Cadauno de lOs métodos anteriores tiene sus ventajas e incon­

venientes_ Ninguno puede considerarse satisfactorio por completo.

especialmente si la contaminación es muyabundante.

Acerca de los métodos de filtración. debemosrecordar que las

leptospiras necesitan ser sembradas masivamente en.un.medio de cul­

tivo para su desarrollo (motivo por el cual los repiques se hacen

mediante pipeta Pasteur, y no con asa de platino); esto explica el

porcentaje muy elevado de fallas que se observan en el uso de lOs

filtros Seitz. bujias y elementos similares. en los que la adsor ­
ción Juega un papel muyimportante. permitiendo sólo el paso de can­

tidades infimas de leptOSpiras. Por otra parte, se habria comproba­
do que tales filtraciones tienen un efecto desfavorable sobre el de­
sarrollo de estos microorganismos.(170)

POr estos motivos, diversos investigadores ensayaron otros
elementosmodernos. las membranasfiltrantes. de caracteristicas
.muysuperiores por su baja adsorción. gran uniformidad en el tamaño

de los poros y minima intercomunicación entre los mismos. Es conoci­

da la variedad de usos que este tipo de filtros halla en el campo

de la bacteriologia y Virología. Puedehallarse una presentación ge­
naral sobre sus caracteristicas y aplicaciones en un trabajo de
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R. Ehrlich (171) sobre el temar y en los folletos suministrados

por las casas especializadas, comoMillipore Filter Óorp_- Bedford

(EE.UU.), Sartorius-Werke AG-Gettingen (Alemania). 0x0 Ltd. (Ingla­
terra)y otras.

Pokorny y Havlik (172) ensayan algunos filtros alemanes (Sar­

torius) hallando que el NQ3 (poro máximo0,5}1; medio 0,3 ¡1. re ­
tiene completamentehongos, elementos levaduriformes y bacilos es­

porulantes. pero no cocos. Las leptospiras pasan perfectamente,

siendo en cambio retenidas por el filtro NQ8 (máximo0,25Ju; medio

O.15)1). No poseyendofiltros intermedios. modifican por ebullición
en agua ( 3 veces. 20 min. por vez) el poro del filtro NQ3 hasta

un Valor óptimo. no determinado, consiguiendo retener también los
cocos. y obtener en el filtrado únicamente las leptospiraso También

logran el mismoresultado empleando juntos dos filtros Ng 3 hervidos

una sola vez 20 minutos, pero pasan menos leptOSpiras por efectos

de una mayor adsorción.

Daubner (173) trabaja con filtros soviéticos asi comocon otros

análogos. producidos por él mismo. Halla que tanto por el filtro

Ni l ( poro 0,3-0,35 p) como por el NQ2 (poro aprox. 0,5}u) pasan
las leptospiras. pero el primero produce mayor retención.

Con el NQ2 puede separarse leptospira de E. coli. A. aerogenes,

Staph. albus y Sarcina lutea (suspensiones añadidas al cultivo de

leptospiras ) y también pueden separarse las leptospiras de una mua;

tra de agua de rio adicionada de un cultivo de las mismas. En este.
caso hallan convenienteuna filtración previa, con filtros soviéti­

cos de poro 0,5 - 3):, para eliminar las impurezas de mayor tamañoe
Respecto del aislamiento de cepas de leptospira del agua expre­

san que seria necesario mejorar el método. empleandootros filtros
de menor tamaño de poros.

Kmety(17h) halla que para purificar cultivos contaminados, los
mejores resultados se obtienen con filtros Sartorius N98 (paro ná­

ximo 0,25 u y medio 0,15}: ).
Bittenberg. Linscott y Ball (175) informan que con membranas

norteamericanas (Millipore) tipo HA (poro 0,¡+5Ï0,02 ¡11)se log-ra se­
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parar leptospiras de mezclas efectuadas experimentalmente añadien­

do E.coli. Stanh. aureus y H.influenzae, y que con membranas FE

(0,30 Ï.0,02 P) se logra un menor númerode cultivos positivos de
leptospira­

Papel epidemiológico de las aguas

Las leptospirosis son zoonosis. pues sus agentes etiológicos son

huéspedes naturales habituales de ciertos animales que los transmi­

ten al hombre. Este no es esencial en el ciclo vital de estos micrg
organismos. I

Los animales portadores pueden dividirse de modogeneral en:

l) Portadores prOpiamente dichos. No parecen ser muyafecta­

dos por las leptospiras, pero las alojan largo tiempo. Son en espe­
cial los mamíferossilvestres.

2) Portadores facultativos. Albergan las leptospiras durante
cierto tiempo después de superar la enfenmedad. Son particularmen­

te los animales domésticos.

El hombrees reservorio de estas espiroquetas en general sólo

bzrante la enfermedad, por lo que en ese sentido no tiene importan­

cia epidemiológica .

Las leptospiras se multiplican en los riñones, siendo elimina­
das por la orina. que de este modoinfecta las aguas. liquidos cloa­

cales y lodo, donde sobreviven más o menos tiempo de acuerdo a las

condiciones ambientales. Estas pueden asi infectar al hombre, ya
sea bebiéndola o por contacto con las mucosas o la piel abrasionada

o aún sana. El contacto puede establecerse a causa de caidas acci­

dentales en el agua. por natación o razones ocupacionales. Los nine­

ros . pescadores de agua dulce, cortadores de caña. arroceros. obre­
ros de frigoríficos y de ocupaciones ganaderas son los más expuestos.

Es muchomás frecuente la infección a través del agua o fango que
por contacto directo con animales.

Entre los animales de mayor significación epidemiológica se
hallan, en primer lugar. los roedores (ratas, topes), los suinos,
perros. b0V1n05. equinos Y OVinOS. Recientes estudios han probado
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la importancia de los pájaros migratorios e insectivoros en la di­
seminaciónde distintos suerotipos de leptospira¡

El agua juega siempre un papel fundamental en la difusión de

las leptospirosis en una región.
La explicación más aceptada sobre la existencia de leptospiras

patógenas en las aguas. es que éstas llegan. comose ha dicho, me­

diante la orina de los animales portadores. y que en el ambiente

externo sobreviven más o menos tiempoó

La hipótesis de la transformación ("Umwandlung")de leptospiras

saprófitas en virulentas, halla hoy menospartidarios, lo mismoque

la suposición de que en el agua existen y se mantienen, tanto lepto­

spiras saprófitas comopatógenas. sin intervención de animales por­
tadores.

Sin embargo, el problema no está aclarado.

Van Riel (176) no admite que las leptospiras patógenas sólo se

multipliquen en los animales , y sostiene que los animales "reser­

vorios" tienen una importancia secundaria. siendo en cambio el agua

lo fundamental.

Kathe manifiesta que las Leptospira grippotyphosa puedenvivir

independientemente. fuera del organismo animal; por otra parte, Ba­
budieri estima que las leptospiras sobreviven. y en.ciertas condi ­

ciones puedenmultiplicarse en el agua; influirian la temperatura,
fiï, presencia de sustancias orgánicas, microflora y microfauna aso­
ciadas y otras condiciones desconocidas. Si no hubiese tal multipli
cación. no se podria comprender cómoaparece la infección en ciertos

arrozales italianos en los que no se hallan animales portadores, o

en algunos pantanos y zonas inundadas de Silesia. Además, la dilu­

ción de las orinas emitidas es tan grande que resulta dificil imagi­
nar cómolas leptospiras penetran en el organismo en número suficien­

te comopara provocar una infección. si no se multiplican en el agua.
El tema ha sido discutido también por Ffihner (1950), van Thiel

(l9k8) y Van der Hoeden, que sostiene un punto de vista opuesto.

(citado por (lOO))_

Numerososobservadores comprobaron que el pH de las aguas tiene
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gran influencia en la presencia de leptospiras y en el númerode

casos de leptosnirosis que se observan en las regiones vecinas. En

aguas ácidas no se hallan por lo comúnleptospiras. siéndoles en

cambio favorable un aumento del pHhasta un valor próximo a 8. Los

trabajos realizados en laboratorio sobre el tema han estado casi
siempre limitados a un suerotipo y uno o pocos valores de pH. Sólo

recientemente Gordon-Smithy Turner (102) realizan un estudio sobre

h suerotipos en agua destilada con buffer M/250de fosfatos en un

rango de pH desde 5,30 a 8,00, y observan que el modo en que varia

la sobrevida con el pHes distinto para cada suerotipo. aunque en

lineas generales ésta es mayor a pHcomprendido entre 7,60 y 8,00,

A pHmenor de 7,0 la sobrevida está entre 10 y 117 dias, y a pH ma­

yores, entre 21 y 152 dias. En este trabajo se comparanlos resul­

tados obtenidos con los de anteriores observadores, de modoque en

él y en la obra de Mailloux y Kolochine Erber (lOO)se pueden hallar

referencias a dichos trabajos previos.
La temperatura y el pHno serian independientes en el efecto

sobre la sobrevida; Okazaki y Ringen (177) hallan que L-pomona

sobrevive en medio alcalino ( pH - 8,h ) más tiempo que en medio

ácido ( pH - 6,2 ) a 20 a 309 C. pero a 7 - 10Q C la sobrevivencia

es mayor en medio ácido.

Gordon Smith y Turner (102) estudian someramente también la

influencia de 1a composición de algunos suelos : la adsorción de

leptospiras podria intervenir en la baja incidencia de leptospiro­
sis humanaen algunos arrozales con suelos arcillosos de cierto tipo.

Las leptospiras parecen tener una tolerancia más bien grande
respecto de la temperatura; si bien la sobrevida no es favorecida
nor temperaturas extremas, han sido aisladas del hielo por Zuelzer

(cit. por (100)). y de fuentes termales ( no - 509 c) por Hindle

(cit, por (2)) y por Zuelzer (178). Las temperaturas más favorables

serian las de las aguas tropicales, 25 - 30g C.

Polanen (179) sostiene que el comportamiento de las patógenas

es igual al de las saprófitas frente a la temperatura. pero van Thiel
expresa que estas últimas pueden cultivarse a unos 159 C. y en cam­
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bio las patógenas tienen una mayor senSibilidad a las bajas tempe­
raturas.

El agua salada ejerce una influencia desfavorable en la vida
de las leptospiras. lo que explica que no se hayan descripto jamás

contagios por medio del agua marina. En Amsterdam. durante la 2a

guerra mundial. el númerode casos de leptospirosis producidos por

caidas accidentales en los canales desapareció bruscamente luego de

l9|+'+, cuando los polders fueron inundados por agua salada.(100).

La influencia de la sal ha sido estudiada por Ruys (180). hallando

que el agua de lago, pobre en cloruro. permite una sobrevida de 10

dias. mientras que en la del mar del Norte no pasa de las 2h horas.

Análogamente Chang, Buckingham y Taylor ( 137 ) hallan que la

Leptospira icterohaemorragiae sobrevive pocas horas en agua con 18­

22 g de sal por litro. También Addamiano (181). experimentando con

cepas de Leptospira icterohaemorragiae en diluciones de agua marina

esterilizada en agua destilada halla que la sal mata rápidamente
las leptospiras y que el efecto disminuye con la dilución de ésta.

Pese a lo expresado. Zuelzer (182) ha aislado cepas de leptospi­

ra del agua del Mar del Norte, y Babudieri y Archetti (138) del

Adriático y del Tirreno.
Dadasu condición de aerobias, las leptospiras no pueden vivir

en aguas muy pobres o carentes de oxigeno.

Tambiénson desfavorables las Sales de metales pesados; durante

un tiempo se intentó en los arrozales impedir la acción de las leptg

spiras patógenas elevando la concentración de SOfiÓudesde l/200_000,
ya empleada para algas. a l/h0.000, El método debió abandonarse

por razones económicas. dado que para algas bastaba añadirlo una

sola vez. pero comoel agua circula, en el caso de las leptospiras
debia ser repuesto diariamente_(183)

Otras sustancias tienen similar acción. y asi en.Jap6n se pro­
puso la adición previa de oianamida cálcica en los arrozales secos,
sirviendo ademáscomofertilizante. (183)

La formación de SH2 por degradación de proteinas, si no es ex­
cesiva, favorece tanto el desarrollo o sobrevivencia de leptospiras,
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como e1 de otros microorganismos que a su vez favorecen a las lep­

tospiras. (Corsetti (18h))
En opinión de VanThiel. (185). las laptospiras patógenas tie­

nen tendencia a dirigirse hacia las partes más profundas. Esto po­

dria ser causado por una probable producción de SH2 en el fondo
(limo) por descomposición de materia orgánica (186); durante el mo­

vimiento de las aguas, por ejemplo por la natación, las leptospiras
son llevadas al resto de la masa liquida y aumenta la probabilidad

de infección.

Los microorganismos asociados pueden tener una influencia po­

sitiva sobre las leptospiras. comoocurre con las Thiobacterias y

Beggiatoas y algunos hongos. o impedir su desarrollo. comolo hacen

las Vorticellas. (178). Durante las tareas de laboratorio, se obse;
va que frecuentemente cuando se contamina un cultivo, las leptospi-'

ras no son favorecidas e incluso se pierden. Otras veces, más rara­

mente. se halla una influencia favorable o nula- Muchosautores

piensan que las patógenas son más sensibles que las saprófitas a la

influencia de los contaminantes. pero Zuelzer sostiene que no hay
diferencias.

Abdoelrachman (187) estudia este problema in vitro. empleando!
varias cepas de leptospira y microorganismosdel suelo, del agua.y­
del intestino<horma1 y patógenasx hallando sensibles diferencias de
acción de distintos contaminantes frente a las varias cepas de lepto­
spira. aún cuandoéstas pertenezcan al mismotipo (p. ej. biflexas).

Respecto de las aguas intensamente contaminadas y liquidos cloa­

cales. Noguchi (188)y dhang, Buckinghamy Taylor (137) encuentran

sobrevidas muycortas, de pocos dias o pocas horas. Noobstante, se

han aislado cepas patógenas de esos medios (Alston) (189) Y también
Liflexas (Leiguarda)(1hh).

Addamiano(181)halla que en medios estériles de pHalcalino.

a 309 C las patógenas sobreviven 3-5 meses, pero si están contaminada“

mueren rápidamente; en cambio a menores temperaturas sobreviven más.
Nohay fenómenos de competencia entre saprófitas y patógenas en el
agua.
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Aislamientos y estudios de cepas de leptospira de aguas de la
República Argentina

En 1952‘ R. Leiguarda (lhh) realiza un estudio sobre un eleva­
do número de muestras de diversos tipos de aguas y liquidos cloaca­

les. a fin de determinar la influencia de los procesos de purifica­
ción del agua potable sobre las leptospiras. e intentar el aisla ­
miento de cepas puras.

Empleandoel agar de Zuelzer, resultan positivas el 100%de las

muestras de liquido cloacal, el 33nhh%de las aguas superficiales.

según su origen, el lh% de las de pozo y el 0%de las de consumo.

La cloración elimina completamentelas leptospiras.

Nose observa influencia alguna del pH. entre 6.8 y 9.1, ni

tampococoincidencia con la presencia de bacterias coliformes.
El autor halla que el aislamiento de cepas puras mediante fil­

tración por bujias Chamberland L 3, Berkefeld N o discos Seitz EKS
es sumamentedificil de lograr, a causa del pasaje de contaminantes

al filtrado y a la elevada retención de leptospiras, ya sea filtran
do los cultivos contaminadosdel agar de Zuelzer o aplicando la fil­

tración a las muestras antes de sembrarlas. en ese medio o en el de

Savino y Rennella. que resulta más favorable. Tampocoobtiene bue­

nos resultados mediante el pasaje rapido por cobayo.

Luego de numerosos intentos, logra aislar 6 cepas puras y 5

poco contaminadas. que enviadas al Instituto Malbrán para su enfren­

tamiento con colecciones de sueros inmunes de leptospiras patógenas,
revelan no tener ninguna relación con éstas.

Posteriormente Babudieri intenta el aislamiento de leptospiras
de varias muestras de agua en la Argentina y el Brasil. mediante el
agar de Zuelzer y la filtración por discos Seitz. Los resultados son

publicados en Brasil a fines de 1952 (#3). informándose del aisla­
miento y estudio antigénico de una cepa proveniente de Sao Paulo

(cepa Sao Paulo)y otra de una fuente de la Plaza de Mayo de Buenos

Aires (cepa Buenos Aires). La primera. está relacionada suerológim
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camente con 1a cepa Patoc 1 (luego se supo que ambas lo están con

el suerotipo semaranga). y en cambio la Buenos Aires es práctica ­

mente independiente

En 1962, Cacchione y colaboradores (190) estudian aguas de dig

tintos puntos de la ciudad de Buenos Aires y sus alrededores. asi

como de zonas rurales del pais, empleando el medio de Zuelzer en

su versión original y modificada por Kolochine Erber, aplicando
también las técnicas de Schüffner y de Appelmany van Ihiel.

Tos autores obtienen con el medio de Zuelzer mejores resultados

que con el empleo de animales.

Para la purificación de cultivos contaminados de este medio.

recurren a las bujías ChamberlandL3. los filtros Seitz y la técni­

ca de Schfiffner. Mediante los discos Seitz. consiguen la purifica­
ción de una cepa proveniente de 1a fuente del Monumentode los Es­

pañoles. de Buenos Aires, y la denominan Buenos Aires 2.

En cambio, otra cepa que no pudo ser purificada con estos mé­

todos‘ es liberada de sus contaminantes por pasaje en medio de Kor­

hof adicionado de penicilina G sódica ( 1.000 U/ml ), repicando al

cabo de MBhoras. La cepa se denomina Ranchos. por provenir de

ese arroyo.

El estudio antigénico de las cepas obtenidas frente a las ce­

pas y sueros de la colección de los autores revela que la cepa

Buenas Aires 2 es igual a la Buenos Aires. y la Ranchos es indepene
diente.
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Las leptospiras acuícolas y su composición antigánica

Hemosvisto que algunos autores sostenían que las leptospi­
ras acuicolas podian en ciertas circunstancias adquirir patogeni­

cidad. y que hoy la opinión que preValece es que éstas son inocuas

y no pueden transformarse en patógenas.

A medida que este punto de vista fué afirmándose, el interés

por estos microorganismos fué recayendo sobre su estructura anti­

génica. Shiga. Uhlenhuth y Grossman. Schüffner y Mochtar. y Shio­

zawahallaron que las cepas por ellos estudiadas eran independien­

tes y no exhibian relaciones suerológicas apreciables entre si.
Uhlenhuth. en 1937 (193). notó que aún de un mismo conducto de

agua es posible aislar diversos tipos suerológicos. y expresó que
las variedades serian casi infinitas y muydificilmente podrian

hallarse en la naturaleza cepas suerológicamente equivalentes.

Incluso se ha sostenido que los caracteres antigénicos de las
leptospiras acuicolas son variables,y no puedenclasificarse sueros
lógicamente. Se realizaron algunos intentos de clasificación de

leptospiras acuicolas en base a sus caracteristicas culturales:
ñamony Hampil (99) distinguian dos grupos, uno de los cuales desa­

rrollaba a 37QC. y el otro constaba sólo de leptospiras que cre ­
cian a temperatura ambiente.

Si bien las leptospiras saprófitas son antigénicamente dis­
tintas no sólo de las patógenas, sino incluso entre si, pueden
hallarse en la naturaleza cepas afines. Así. en 1930 Zimmermann

estudió 15 cepas, y halló 3 afines; Bessemansy Thiry (19h) estun

diaron cuatro (Gand2. Gand 3, PsI y SS) y las hallaron iguales o

muy parecidas; Thiry,en 1931. encontró además afinidad entre 3

cepas (Lierre, HatriVal y Ottinges). En 1939 Bessemans, Witte ­
bolle y Devuyst (195) estudiaron, entre otras cepas, las acuicolas
waZ. wa Leiden, wa7, OII . Tokio y Freiburg. hallándolas diferen­

tes, aunque relacionadas entre si. Las reacciones más fuertes se

producían entre las 3 primeras por una parte y las dos últimas por
otra, hecho notable por la gran distancia entre los origenes de
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dichas cepas (Tokio y Freiburg). Por otra parte. Kitaoka estudió

las cepas Z1y 26 y las halló casi idénticas.
Los trabajos que acabamos de mencionar. asi como algunos

otros de más reciente data, (h3, 79. l90.etc.) abarcan únicamente

un número limitado de cepas. Hasta el presente, el intento más

serio de esbozar una posible clasificación de las leptospiras acui­

colas, siquiera de modopreliminar, sigue siendo el trabajo de Ba­

budieri y Archetti (138), realizado sobre 3h cepas, muchasde las

cuales fueron aisladas por estos autores. Para ello emplearonel

agar de Zuelzer y la filtración por Seitz EK. fraccionando el fil­
trado adicionado de suero de conejo. en h 6 5 tubos. De tal modo.

cn una oportunidad observaron el desarrollo en h tubos de un tipo

de leptOSpira (Al-í1 B) y en el quinto de otro tipo completamente

distinto (AM1 D). y señalaron la importancia del hecho, pues la

posibilidad de que en un cultivo de un mismofiltrado coexistan

iversos tipos de leptospira, uno de los cuales puede ir preVale­

ciendo a lo largo de una serie de pasajes, debe tenerse en cuenta
antes de afirmar la producción de un cambio en los caracteres sue­

rológicos.
Babudieri y Archetti hallaron que habia cepas vinculadas

entre si y otras independientes; distinguieron entre las primeras
h grupos. I, II. III y IV, caracterizados por la presencia en cada

uno de un antígeno comúna los integrantes del grupo: A. C. U y J.

Además, las cepas ubicadas dentro de los grupos I y II, estaban

frecuentemente vinculadas por otros antígenos. B y É, mientras
que los grupos III y IV eran independientes.

Puesto que es posible realizar un agrupamiento de cepas, su­
girieron que el númerode antígenos, si bien es muye1evado.( y
el mosaico antigénico es muycomplejo) es finito.

El comportamientosuerológico de las cepas exhibia ciertas

características particulares; en ocasiones se observaronagluti ­
naciones con cepas heterólogas a titulos mayores que con la cepa

homóloga, hecho ya descripto por otros investigadores. Más extra“

ño era en cambio que con algunos grupos de sueros y cepas se no s
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taba que la aglutinación cruzada no tenia lugar en las dos direc­
ciones, y profundizando el estudio de estos casos emitieron la hi­
pótesis de la existencia de un nuevo tipo de antígenos incompletos.

tales que provocarian "in vivo" 1a formación de anticuerpos, pero

luego "in vitro" no serían capaces de reaccionar con éstos.(l38,
196)

Segúnlos autores, esto podría explicar las aglutinaciones
con cepas heterólogas a titulo mayor que con la homóloga.y las

reacciones asimétricas de aglutinación cruzada.

A pesar del extenso trabajo cumplido por Babudieri y Ar ­

chetti, no existe hasta hoy clasificación de L. biflexa; sin em­

bargo. en la última prepuesta de clasificación del Género Lepto ­
spira realizada por el Subcomité de Taxonomiade Leptospira del

ComitéInternacional de NomenclaturaBacteriológica se han inclui­

do algunas cepas acuicolas, en particular las relacionadas con

L. semaranga. Precisamente estas leptOSpiras han hallado una apli­

cación práctica.
En el suerodiagnóstioo. es preciso enfrentar cada suero­

problema con una cepa de c/u de los suerotipas que pueden hallarse

presentes en el pais, en general. unos 10 a 20; en regiones aún

no estudiadas se requeriría el empleode todos los suerotipos co­

nocidos; esto implica un considerable gasto de material y tiempo.

Se observó que la cepa biflexa Patoc l aglutina con todo sue­

ro humano positivo a leptospira. de modoque puede emplearse para

establecer la presencia o no de anticuerpos. comoprimera orienta­

ción. El fenómeno podria explicarse suponiendo que en esta cepa

el antígeno S. comúna todo el género.es superficial. (31. 197.198)
Para sueros bovinos. 1a aglutinación sólo ocurre con el 20%

de los sueros positivos; en cambio la cepa Sao Paulo reacciona con

el k0%de los mismos. Será necesario buscar y ensayar nuevas cepas
biflexas.

Analogamentese ha estudiado el empleode leptospiras biflcxas

en ensayos de sensibilización de eritrocitos, en forma de extractos

alcohólicos. (199.200) y en pruebas de fijación de complemento (201)
aunque generalmente no son preferidas a las anteriores.
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MATERIALESy monos

Medios emgleados X su utilización

l) Medioge Savino lgegnelgá modificado.
Durante la primera parte

de este trabajo se empleó el medio de Savino y Rennella modificado

(91) por reemplazo del suero ovino con sangre defibrinada hemoli ­

zada de conejo. al 10%, En algunas ocasiones se empleó al 5%.

En primer lugar se prepara el medio básico mineral:

POhHKQ._.. . . . . . . .. 2 g
ClNa ., _ . . _. _. . .. "
SOMMg. . . . . . . . . . . . .. 0.05 "
012Ca . . . . . . _. . . ... 0,01 "
H20bidestilada .... 1 litro.

Se lleva a pH 7.10 - 7,15. requiriéndose aproximadamente 3,7 ml

de HCl 1Npor litro de solución. Esterilizar en autoclave duran­

te 20 minutos a 1 atmósfera. y una vez frio añadir 0.5% de solución

estéril de hematina al 1%.

La sangre defibrinada hemolizada se obtiene vertiendo estéril ­

mente sangre de conejo extraída por punción cardiaca en un Erlen ­

meyer que contiene perlas o anillos de vidrio y un volumen de agua

bidestilada igual al de sangre a verter. Agitar para defibrinar y
filtrar luego el liquido por discos Seitz esterilizantes. Al aña­
dirlo al mediomineral se toma en cuenta la dilución efectuadas

Luego se fracciona en tubos de ensayo tapados con algodón.recu­

hierto en gasa. controlándose la esterilidad por incubación a 37°C
durante 2h horas.

2) MNQLQ.ÁQJSHL¿El.JEJEJÉQÉQQ_DQE_BQHHQLQE¿­

Posteriormente hemos

empleado el medio de Korthof modificado por Babudieri (#5) como se

utiliza en este Instituto de Zoonosis (M6).
Se disuelve:

Proteosa peptona NQ3.Difco _._. 800 mg
ClNá .- ...- . . _. _. . "1.HOO "
CO3HNa....... .... ........ ..... 20 "
0120a _ . _ . _ . _ . . . . . . . . . . . . . . . . .. k0 "



01K . . . . . . . . . . . . . . ........ ho mg
POHHQK... ._ . . . . . . . . . . ...180 "
PohHNa2.2Ho . . . . _. ........960 n
Acido nicoginico . . . . . . . ... l "
Aguadestilada .. . . . . . .... l litro.

Llevar a ebullición durante 30 minutos. luego completar al v9

lumeninicial y dejar en reposo toda la noche para decantar el pre

cipitado. Luegose filtra por papel doble y se pasa a un Erlenme­
yor provisto de tubuladura de salida baja, a la Que esta unida una

campana de vidrio para fraccionamiento por medio de un tubo de goma

látex Se esteriliza en autoclave durante 30 min. a 1%atm. y se

deja enfriar. Se añade 1 mg. de vitamina B12, que se tiene ya
fraccionada en solución estéril en ampollas, y por último se agre­

ga 5%de suero de conejo ligeramente hemolizado.

Este suero se prepara por filtración a través de discos Seitz
esterilizantes de un "pool" de sueros de conejos normales. El sue­

ro de cada animal se ensaya previamente mediante pruebas de micro­

aglutinación para comprobarque no aglutina las cepas de leptospira.

Los animales aptos son sangrados estérilmente por punción car­

dïaca, parcialmente o a blanco. colocándose 1a sangre en frascos

estériles que se dejan luego a temperatura ambiente para que se r9
traiga bien el coágulo. y luego el suero extraido se centrifuga a
2,000 rpmdurante 20 minutos. filtrándose el sobrenadante por dis­
cos Seitz comose indicó.

Una vez preparado el medio, se fracciona en tub0s de ensayo

tapados con algodón recubierto en gasa. a 5 ml por tubo- Se tinda­

liza 3 veces. a 569 C durante 30 minutos, con intervalos de 8 horas

a 1 dia. y se efectúa control de esterilidad a 37QC durante 2h ­

#8 horas. El pHfinal del medio debe ser 7.2 - 7.a.

3) nemcpnnuláaglaaida .
Para purificación de cepas contaminadas

mediante la sulfanilamida. se prepara una solución de esta droga
en agua destilada. disolviendo en caliente h g en 100 ml. Se deja
enfriar hasta unos 50 - 559 C y se vierte sobre el filtro Seitz en
el que se acaba de filtrar el suero de conejo a emplear en el medio
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de Korthor. La concentración final de sulfanilamida en el medio

debe ser de h g por litro.
Una variante utilizada cuando no se dispone del medio prepa —

rado con sulfanilamida. es añadir a cada tubo de medio de Korthof
una parte de solución estéril de sulfanilamida de h g/lOOml por

cada nueve de medio de cultivo. La solución de sulfanilamida y el

medio preparado con ésta deben ser de reciente elaboración. Hemos

observado que en caso contrario se inhibe el desarrollo de las lep­
tospiras.

h) Medios con SOHCude Füzi y Csóka.(1h5)
En base al medio de Korthof

descripto pero sin ácido nicotinico ni vitamina B12, y con 10%de
suero de conejo, se preparan los medios empleados por Füzi y Csóka

para diferenciación de leptospiras saprófitas de patógenas según

la resistencia al Souóu. En vista de los resultados obtenidos por

Óacchioney colaboradores (72). de los que resulta que la mejor di­
ferenciación se logra con diluciones de SOuÓu l:h0.000 y l:lO0,000,

éstas han sido empleadas en todos los casos. En algunos se ensaya­
ron además las diluciones l:30_000 y l:200_000_

Se prepara el medio de Korthof indicado con 10%de suero y se

coloca 1a cantidad necesaria en tantos frascos estériles comodilu­

ciones se llevarán a cabor Por otra parte, se prepara una solución

madre de sohm al 1%en H20 destilada y se esteriliza en autoclave.
añadiendo luego a cada frasco con medio de Korthof la cantidad ne­

cesaria para obtener la dilución final requerida. Obtenidas éstas.
se fraccionan en tubos de hemólisis a razón de 2 ml por tubo; y se
efectúa el control de esterilidad.

Luego se siembra aproximadamente 0,2 ml de cada cepa en cada

dilución,por duplicado. incluyendo controles con cepas patógenas y

biflexas conocidas. empleandopara ello cultivos de 8 dias en lo po­
sible. de modoque estén en fase óptima de desarrollo. Se incuba

a 28° C y se realizan observaciones del desarrollo en cada tubo me­

diante examenmicroscópico al fondo oscuro. a los 3, 5 y 7 dias de
incubación,
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5) Medio de Korthof modificado por Babudieri y Zardi.(135)
Este me­

dio se empleapara diferenciación de leptospiras saprófitas y pató­

genas, y se prepara y fracciona exactamente igual que el medio de

Korthof modificado por Babudieri. pero omitiendo el suero y la pep­
tanaú

En él se siembran las cepas a examinar y controles de cepas

patógenas y biflexas conocidas. previo lavado de los microorganis­

mas para evitar un gran arrastre de suero y peptona del medio ante­

rior. Para ello se centrifugan 2 m1de cada cultivo en fase ópti­
ma de desarrollo a 10.000 rpm durante 20 minutos. resuspendiéndo­

se los microorganismos sedimentados en igual volumen del medio sin

suero ni peptona. Óe esta suspensión se siembran 0,3 ml por tubo.

por duplicado. Se realizan además controles en medio con suero y

peptona,y se incuban todos a 28QC. El examende vitalidad se efeg

túa a1 39. 59 y 7Q día. como en la prueba de Füzi y Csóka. al mi ­

croscopio de fondo oscuro. Cada 7 dias se efectúa un nuevo repique

de cada cepa a otros tubos del medio sin suero ni peptona y se con­

tinúa el examende igual forma, a efectos de determinar durante cuág
tos pasajes es capaz de mantener el desarrollo cada cepa.

6) nggignggágigamgnte definido de Maillogz x Kolocgine-Erbg;
Se em­

plea con el mismoobjeto que el anterior. y se prepara del siguiene
te modo: (IRS)

Solución fisiológica a1 8.5 o/oo. _._.. 100 ml

(1) Solución buffer de SBrensen de pH 7.5.. 100 "
Solución de asparagina M/lO . ___ . . . . .. 20 "

(2) Solución buffer de glicocola de pH8.2 k0 "

Agua destilada _ .. _.-. _. _. . . . . . ,. 7h0 "

Llevar a pH 7.50­

(1) Buffer de Sürensen: '

ÉPOHHNag.Zí20( 11.876 g/l )-- 95 mlPOuHK2 < 9.078 g/l > ------- 5 "
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(2) Buffer de glicocola:

(Glicocola 0.1 M------ --- 9755 m1
HONa1 N............. -- 0.25 "
ClNa 1 g
2o --------a-—----c wS.p.

( Llevar a ñH 8,2

Se esteriliza el medio en autoclave y se añaden 200'ng de vitamina

B12. Se fracciona y tindaliza comoel medio de Korthof.

Las siembras. repiques y exámenes son en un todo análogos a

los empleados con el medio de Korthof modificado por Babudieri y

Zardi.

7)Mlq_.aó.umm.filmml .(97)
Hemosintentado purificar

cultivos contaminados empleandoeste medio, preparado del siguiente
modo:

Se preparan 500 ml de una solución con las sales del medio de

Korthof. adicionado 1.7% de agar especial Noble (Difco).

Al coagulo proveniente de 60 ml de sangre de conejo se añaden

20 ml de agua destilada estéril. Luegode algunas horas de con ­

tacto a temperatura ambiente se filtra la soluciñn de hemoglobina
obtenida por disco Seitz esterilizante. se adicionan 50 ml de sue­
ro estéril de conejo y se tindaliza 3 veces a 569 C cada vez. con

intervalos aproximados de 8 horas. Luegose añade este liquido al

medio con agar preparado, fundido y enfriado hasta 509 aproximada­

mente. Se fracciona en tubos. dejándolos solidificar en posición
inclinada ("pico de flauta"). Se realiza control de esterilidad.

8) MQQLO..&QQÁWQLzer modificadogoLIgngige-Egbe; (i823
Este medio se emplea para aislar de aguas leptospiras saprófitasu

Agar - - - - - - - - - - - - - - -' 10 S
(l) Solución buffer de Sbrensen, pH 7,5 750 ml

Aguadestilada - - - - - - - - - - 2250 "
Sulfanilamida - - - - - - - - - - 12 g

(1) Solución buffer ¡H 7,5: -. .

ÉPOWNaz M115------ 63o mlPOL¡.H2K 14/15 ----- -- 120 n
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Esterilizar a 1 atm. durante 20 minutos. Se fracciona en frascos

de Bou: estériles. a 100 ml por frasco.

Aparte. se prepara :

Yemaestéril de huevo fresco --- 10 m1
Aguadestilada estéril ------- -- 20 ml

Se añade l'ml a cada botella de Roux. se acuesta y se deja solidi­
ficar.

En este medio se siembran aproximadamente 25 mi de agua a

examinar y se deja a temperatura ambiente en la oscuridad. Se exa­

mina el liquido sobrenadante entre los 15 y 30 dias aproximadamen­

te por microscopía de fondo oscuro. En caso de no haber desarro­

llo de leptospiras. se continúa observando hasta 50 ó 60 dias.
Hemoshallado en varias oportunidades desarrollos muytardías.

9) Mediocoa,tiaglisgisuuinxuuiiuunuuuL¿na_sstszilidad.
Se usó con

la modificación introducida por Breuer, con dextrosa e indicador

de EH,preparado por B.B. L.. disolviendo 3,85 g de polVOen cada

100 ml de agua; se deja reposar 5 a 10 minutos, calentando y agi­

tando hasta disolución completa. Se fracciona en tubos de hemóli­

sis hasta la mitad de su altura y se autoclava a l atm. durante

15 minutos. El medio puede utilizarse mientras 1a oxidación. indi­

cada por el colorante, no sobrepase 1a mitad de la altura de la co­

lumna liquida. Se conserva a temperatura ambiente.

Según el fabricante. la composición es 1a siguiente :
(BBL 01-135). ­

Trypticase y Phytone (peptonas)--- 28 g/litroDextrosa - 1
ClNa 5 n
P01+HK2 2 n
Tioglicolato de Na ----- —--..... -_ 1 n —
Azul de metileno 0.002 g/1_
Agar --- 0.5

pH - 792

Hemosempleadoeste medio para cOntrol de esterilidad al purificar

cepas, teniendo presente que algunos autores comoPokorny y Havlik
(172) sostienen que en medios para leptospira, en ocasiones los mi­

croorganismos contaminantes no desarrollan de modotan visible.
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Animales empleados

a) ggpgvgg. Fueron utilizados en los primeros ensayos de ais­
lamiento mediante filtración "in vivo", y en intentos aislados de

obtener un suero capaz de impedir el desarrollo de otros microor­

ganismos.

Se emplearon animales de 150 a 200 g de peso aproximadamente.

La inoculación se hizo siempre por vía intraporitoneal, con los

materiales y cantidades que se eSpeoifican en cada caso. Luego se

obtuvo sangre por punción cardiaca en condiciones de esterilidad,

y se empleó ya sea sembrando unas gotas en medios de cultivo o de­

jando coagular y recogiendo el suero, según el fin perseguido.

b) Qgggjgg. Se utilizaron animales sanos, de peso no inferior

a 2 kilogramos, tanto para preparación de medios de cultivo con

suero comopara obtención de sueros hiperinmunes, aplicando las

técnicas que se describen por separado.

Preparación de sueros hiperinmunes

Se obtuvieron en conejos que reunían las condiciones señala­

das. Antes de su empleo, se verificó la ausencia de anticuerpos

para leptospira, mediante las técnicas de microaglutinación.
Se inocularon por via intravenosa (vena marginal), cultivos

vivos de la cepa de leptOSpira en fase óptima de desarrollo en me­

dio de Korthof. Los cultivos en general tenian 8 dias de incuba­

ción a 289 C, y se inyectaron 2 ml. cada vez, en tres inoculacio­

nes a intervalos de 8 dias. Seis dias deSpués de la última, se ex­
trajo una muestra de sangre y se determinó en el suero el titulo

homólogo. Cuandoéste era bajo (menor de 1:10.000), se realizó una

cuarta inoculación, y una semana deSpués el animal fué sangrado a

blanco estérilmente por punción cardiaca, y el suero recogido y
centrifugado se esterilizó por filtración y fraccionó en ampollas
de l m1., que se cerraron a la llama con soplete evitando calentar
el contenido. Se guardaron en congeladora a -2OQC hasta usarlas.

La técnica descripta es la utilizada en este Instituto (M62.
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Elementosfiltrantes

1) Egjggg. Se emplearon dos bujias Pasteur-Chamberland L 3

provistas de oliva en su parte superior para admisión del líquido
a filtrar, que era recogido en tubos-Kitasato de #50 x 55 mmadap­

tados a las bujías.
2) Qisggg_figitz_ggg. Se utilizaron discos de 6 cm de diametro

con saportes Seitz de tipo cerrado.
En los ensayos de filtrabilidad de leptOSpira se emplearon

discos de fabricación alemana marca Kreuznacht.

3) Membranasfiltrantes.("membranas moleculares")

Las primeras experiencias fueron realizadas con un soporte

"ISOPOR" (A.G.Chemica1 Co., Pasadena, EE.UU.) para membranas de

k7 mmde diámetro, marca Millipore (Millipore Filter Corp., Bed ­

ford, Mass., EE.UU.). Las membranas eran tipo HA(diámetro de poro,

según el fabricante, O,H5p ¿0,02 p), blancas, sin reticulo.
El sOporte era cuidadosamente lavado y enjuagado con agua bi­

destilada, secado en estufa y luego armado, colocando en su lugar

la membrana,y ajustado. Se esterilizaba, envuelto en papel, en

autoclave, evitando exceder los 1219 C durante 20 minutos, así como

descompresiones bruscas que suelen desgarrar 1a membrana. El Kita­

sato destinado a recoger el líquido se esterilizaba por separado.
Luego se dejaba secar en estufa a temperatura inferior a 12090;

la membranano es estable en presencia de oxigeno a temperaturas

superiores a 12590, según el fabricante.
Posteriormente se trabajó con s0portes Millipore para membra­

nas de 13 mmde diámetro (adaptadores "Swinny"), para Jeringa hipo­

dérmica a bayoneta, tipo Luer-Lok.

Comose aprecia en la fotografia N9 1_, el sistema consiste

en la Jeringa, una cabeza roscada macho, una empaquetadura-anillo

("O-ring") de Teflon, la membranacon su faz filtrante dirigida ha­
cia la jeringa, una malla de niquel perforado que soporta la membra­

na, una arandela-empaquetadura plana de Teflon, una base con rosca

hembradentro de la cual entra todo el sistema descripto y es ajus­

tado por acción de la rosca, y una aguja para Jeringa con pico Lua:­
Lok.
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Foto NQ l

Este sistema, excepto la membrana, era cuidadosamente lavado

y secado en estufa dentro de una caja de Petri. Antes de armarlo

se verificaba la ausencia de partículas o rasguños que producen

pérdidas durante 1a filtración, examinándolocon una lente de au­

mento. La membranase colocaba en su puesto mediante las pinzas

de picos planos y pulidos, que se ven en 1a foto, para evitar que

la dañen, y el swinny se ajustaba con unas pinzas eSpeciales como
se vé en la foto NQ 2

Foto N9 2

Con la aguja colocada y protegida por un tubo de hemólisis, el

swínny se colocaba dentro de un tubo de mayor tamaño, se tapaba con



67

un capuchónde papel y se esterilizaba en autoclave con las pre­
cauciones ya mencionadas.

Por su parte, la jeringa, con otra aguja que servía para as»

pirar el liquido a filtrar, se esterilizaba en un portajeringa.
En la foto N93 se aprecian los elementos descriptos y las cajas

con los distintos tipos de membranasempleados.

Foto N9 3

Luegode la esterilización en autoelave, se reajustaba con

las pinzas especiales el swinny, porque el Teflon tiende a defor­

marse ligeramente durante el proceso. De lo contrario pueden pra­
ducirse pérdidas durante la filtración.

Lo dicho hasta acá es válido para las membranas tipo HA(poro:

0,16 pio,02n), PH(poro : 0,30 ui0,02 u) y GS(pero: 0,22 ui

0,02 u), no asi para los tipos VC(poro: 100 muii 8 mu) y VM(po­

ro: 50 mprï3 mp), pues estas últimas no pueden ser autoclavadas y
deben esterilizarse sin calentarlas, por métodos tales comola es­
terilización gaseosa, la luz ultravioleta o radiaciones de otro
tipo.

Empleamosel óxido de etileno (reactivo BDH)envolviendo en

sobrecitos hechos con papel manteca las membranasa utilizar una

por una, y colocándolas después envueltas Juntas en un recipiente

de vidrio con tapa esmerilada lubricada con vaselina-parafina para
lograr un cierre hermético.
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Dado que el oxido liquido es un poderoso disolvente, hemos

evitado cl contacto con las membranascolocándOlo en un tubo tapa­

do con algodón dentro del recipiente. Se calculó un exceso de re»

activo, de modode lograr una esterilización segura: DeSpuésde

24 h de contacto con el gas, se retiraron y dejaron ventilar las

membranasenvueltas para eliminar el gas esterilizante.

En este caso los suportes swinny eran autoclavados por sepa­

rado y luego se colocaba en su lugar la membranaestéril en el

seporte ya seco, mediante pinzas estériles, ajustándose luego el
soporte con las pinzas e3peciales.

Una vez preparado el sistema y cargada la Jeringa con el ma­

terial a filtrar (muestra de agua o cultivo), se quitaba la aguja
y se colocaba en reemplazo el swinny con su aguja, inoculándose

los tubos de medio de Korthof con el filtrado comose ve en la fo­
to N9 h

Foto N9 h

Luego, con el propio swinny y su aguja se colocaba una gota

sobre un portaobjetos para el examendel liquido filtrado.

Muestras de agua

Fueron recogidas en frascos estériles, y filtradas y sembra­
das lo más rápidamente posible. En general fueron mantenidas mien­

tras tanto a baja temperatura (aprox. 109 C), y frecuentemente pro­
cesadas el dia de su recolección o al dia siguiente.
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Observaciones microscópicas

En la primera parte de este trabajo se utilizó un microscOpio

Carl Zeiss-Jena. con condensador de fondo oscuro. ocular 15x y ob­

Jetivo 50x. trabajando con preparados realizados entre portaobje­
tos y-cubreobjetos.

Posteriormente dispusimos de un microscopio binocular Reichert

equipado con "focostat" y condensador de fondo oscuro. objetivos

le, 20x. #01 y ocular 12.5x. con el cual fué posible omitir el
cubreobjetos y realizar en un mismoportaobjetos un número de ob­

serVaciones. dividiéndolo mediante trazos con lápiz dermográfico

en cuadros individuales en los que se depositaba-con el asa la go­

ta a examinará De ordinario se empleo el aumento menor, especial­

mente para efectuar una serie grande de observaciones? comoal leer

reacciones suerológicas de microaglutinación o examinar el desa ­

rrollo de cultivos. Empleamoscomoliquido de contacto entre por­

taobjetos y condensador. agua glicerinada, comoya se utiliza en
otros laboratorios sin experimentar desventajas notables por la di­
ferencia de indice de refracción, v facilitando la limpieza.

Estudio suerológico de cepas aisladas

E1 procedimiento seguido en el estudio suerológico de las ce­

pas aisladas ha sido el siguiente:

19) Prueba de microaglutinación ( Martin y Pettit ).
Se enfrentó la cepa problema con lOs inmunosueros de los

18 suerogrupos de leptospiras patógenas (Clasificación OMS/FAO.
1959) y de cada una de las cepas biflexas que se poseen en la co­
lección de este Instituto, asi comotambién frente a los sueros

hiperinmunes preparados con las cepas que hemos aislado.
Se emplearon dos diluciones, 1:100 y 1:1¿000. para evitar un

posible error frente a un fenómenode zona negativa.

Cuando1a reacción era positiva. se repetía enfrentando a dilg
ciones mayores el suero reaccionante con la cepa en estudio. y con

'la cepa homóloga.a fin de determinar el titulo y 1a dilución li­

mite en.que la aglutinación tenia lugar con la cepa examinada,
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Además. en los casos en que se obtuvo resultado positivo a

un suerogrupo, se investigó 1a cepa frente a los suerotipos de
leptospira que componenese suerogrupo. determinando también el

título máximo.

Conesos datos. se calculó el porcentaje del título homólogo

como indican wolff y Broom.

Para aquellas cepas con las que se preparó el suero hiper­

inmune. se efectuó la prueba contraria, es decir, enfrentando di­
cho suero con la cepa elegida de cada suerogrupo. con la colección

de cepas biflexas y con aquellas que habíamos aislado y sometíamos

a estudios antigénicos. El procedimiento era análogp al anterior.
Las reacciones se llevaban a cabo preparando en una batería

de tubos de hemólisis esterilizados diluciones de los sueros con

solución fisiológica. partiendo de 1:10. 'Decada dilución se co­

locaba luego 0,05 m1 en cada tubo de una serie con tantos tubos

comoantígenos se iban a emplear; además se preparaba para cada

antígeno un testigo. con 0,05 m1de solución fisiológica en vez de
dilución de suero.

Luego se agregaba a cada tubo 0,h5 ml del antígeno correspon­

diente. obteniéndose así las diluciones finales que parten de 1:100;
se agitaba ligeramente.l e incubaba a 379 C alrededor de 2 horas.

leyéndose luego los resultados al microscOpio de fondo oscuro.

Cuandono se conocía el orden del titulo, se realizaban como

primera orientación diluciones 1:100, 121.000. 1:10.000, _,_ y
posteriormente se efectuaban diluciones intermedias.

Se tuvo presente que no es conveniente hacer diluciones meno­

res de 1:100, pues los títulos de los sueros son siempre muchomás

elevados y a bajas diluciones tienen lugar con frecuencia agluti­
naciones no especificas.

Los antígenos eran suspensiones vivas de leptospiras. con
buen desarrollo. en medio de Korthof, de no más de 15 días.

Se verificaba la ausencia de "aglutinaciones" en ellos, antes
de emplearlos. y. en caso de haberlas. eran eliminadas previamente

mediante centrifugación a baja velocidad. empleandoel sobrenadante.
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Cuandolos cultivos eran muyricos, se dilnian con solución fisio­
lógica.

Se consideraba dilución límite al efectuar las lecturas, a­

quella en la cual el 50%de los microorganismos quedan libres. sin

agkutinarú Este limite es generalmente aceptado por razones de órw
¿en práctico. I

En la foto N9 5 se aprecia:

a) b)

c) d)

Foto NQ 5

a) el aspecto que ofrece tanto un testigo comouna reacción nega­

tiva; b) una reacción positiva. con el 50%de aglutinación; c) aglg

tinación intensa o total. Quedanescasas leptospiras libres; d) re­
acción muyfuertemente positiva; prácticamente no hay leptospiras

libres. y los núcleos de aglutinación son muycompactos. Estos ti­

pos de aglutinaciones sólo se ven con leptospiras vivas. Comovere­

mos en seguida, con antígeno formolado el aspecto es diferente.
29) Pruebas de adsorción de anticuerpos.

Aproximadamente 300 m1 de cultivo de la cepa a emplear pan

ra adsorción, que habia alcanzado su desarrollo óptimo en medio de
Korthof, se formolaban adicionando 5 o/oo de formal al h0%. Se cena

trifugaba a 10.000 rpm durante 30 minutos, examinandoel sobrena­

dante antes de descartarlo para asegurarse que se habia logrado una
buena sedimentación.

E1 sedimento era resuspendido en 1 m1 de suero a adsorber di»
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luido a titulo standard 1:1.000 y se dejaba en contacto 2h horas

a temperatura ambiente,

Luego se centrifugaba aproximadamente durante 20 minutos a

2,000 rpm,y con el sobrenadante se efectuaban reacciones de micro­

aglutinación, partiendo de diluciones 1:10, empleandoantígenos
formolados al 5 0/oo. Se verificaba que la adsorción habia sido

correcta. comprobandoque el suero ya no aglutinase la cepa emplea

da para adsorberlou

Las reacciones se llevaban a cabo dejando en contacto el sue­

ro adsorbido con las cepas ensayadas durante no menos de h horas,

a temperatura ambiente. Las lecturas se realizaban al microscopio

de fondo oscuro.

A1efectuar estas pruebas. el testigo debe permanecer sin

aglutinaciones. y tener un aspecto similar al del empleadoen las

pruebas con antígeno vivo, excepto la inmovilidad de los microor­

ganismos muertos, como es lógico.

Las aglutinaciones (reacción positiva) ofrecen en cambioun

aSpecto muy distintoe siendo mucho menos compactas y en forma de

masas irregalares. comose observa en la foto N9 6

Podemosañadir que con ciertos tipos de leptospira se pro ­

ducen aglutinaciones con antígeno vivo en forma de haces y no de

glóbulos más o menos esféricos.

Foto N9 6
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P A R T E E X P E R I M E N T A L

Ensaxos preliminares

Los primeros ensayos de aislamiento de leptOspira fueron rea­

lizados mediante la aplicación de la técnica de filtración rápida

"in vivo" por cobayo. según Schüffner ( 156). sembrando 3 a 5 go­

tas de la sangre obtenida por punción cardiaca. en el medio de Sa­

vino y Rennella modificado ya descripto. En este mismomedio se

sembró también directamente 1a muestra de agua en cantidad de

0,5 ml por tubo con 10 m1 de medio de cultivo. bado que las ob ­

servaciones realizadas de las muestras revelaban que el número de

leptospiras presentes en ellas debia ser muyescaso. pues no se

observaban habitualmente al microscOpio, se intentó aumentar la

probabilidad de éxito aplicando una técnica de concentración de

leptospiras por centrifugación diferencial. análoga a la utilizada
por Wolff para diagnóstico de leptospiras en sangre mediante exa­

men microscópico al fondo oscuro (MH)- Van Thiel y Schüffner tam­

bién recomiendancentrifugar la orina en la que se desea demostrar
microscópicamente 1a presencia de leptospiras.

En experiencias orientativas realizadas por nosotros sobre

muestras de agua adicionadas con una pequeña cantidad de cultivos

de leptospiras, hemosobservado que la centrifugación a 1.000 rpm

aproximadamente durante 5 minutos no afecta apreciablemente la con

centración de leptospira. pero se logra una concentración conside­
rable a h.000 rpm durante unos 30 minutos.

En algunos casos se han obtenido cultivos intensamente conta­

minados en los que se sospechó la presencia de leptospiras, los

que fueron filtrados por cobayo. con resultados siempre negativos,
mediante la.técnica de Schüffner mencionada. E1 resu1tado de 133

12 primeras experiencias nos indicó que en el medio de cultivo em»

pleado no conviene sembrar la muestra de agua porque el desarrollo

de otros microorganismos es tan rápido y abundante que impide el

de las leptOspira. Tampocoha dado resultado el pasaje por cobayot
Conuna muestra posterior (número13) se intentó aislar única,
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mente por pasaje por cobayo, y simultáneamente realizamos una ex­

periencia de orientación (número 13 A) adicionando a una porción

de la mismaun cultivo de Leptospira bifleza (wa Z) en proporción
del 2 °/oo, resultando que ni aún inoculando una gran cantidad al

cobayo fué posible recuperar 1a cepa en hemocultivos practicados

a los 15 y 60 minutos.

Ello indicaria que el metodo es poco sensible y que la técni­
ca de filtración por cobayorequiere la inoeulación de material

muyrico en leptospiras. comose hace para purificar cultivos con­

taminados. y no resultaría muyadecuada para aislar cepas patóge­

nas y biflexas del agua.
El resultado resumido de todos estos ensayos se expone en el

Cuadro NQ1 . Comono se deseaba emplear medios de cultivo como

los de Zuelzer, Hindle. etc., que sólo permiten desarrollo de lep­
tospiras no patógenas. se intentó en una serie de experiencias lo­
grar un mediomás favorable para lept0spiras para su eventual ais­

lamiento posterior. empleandosustancias activadoras del desarrollo
y factores de crecimiento de leptospiras según Savino y Rennella
(91). Se usaron el medio básico mineral de los autores menciona­

dos. el autolizado de levaduras teniendo en cuenta su contenido

en nitrógeno. la hematina y la vitamina B-12. Se empleó para esta

experiencia una muestra de agua en la que se observaron por examen

microscópico al fondo oscuro algunas leptospiras, aunque en número

muy escaso. Esta muestra procedía del mismo sitio que la NQ2. mea

cionada en el cuadro ND1

En la primera serie de pruebas no se añadió medio mineral. de
modoque las sales presentes eran exclusivamente las que la propia

muestra contenía. Las experiencias se hicieron por duplicado y
se detallan en el Cuadro N9 2

En la segunda serie se sembraron 0.5 m1 de 1a muestra en 1o ml

de mediobásico mineral estéril con los activadores y factores de
crecimiento. Se realizó tambien por duplicado y se detalla en el
Cuadro N93

Todos los tubos fueron incubados a 289 C - 30Q C.



7';

Cuadro NQ 2

Tubo N9 Muestra , Vit.B-l2 A.L. Áfihmatigfi_

1 10 ml 0.05 m1 0.05 m1 0,05 m1

2 n 0.05 m1 o 0.05 m1

3 " 0 0,05 m1 0,05 m1

z; n 0,05 m1 0,05 m1 0

5 n o o 0,05 m1

6 " o 0,05 m1 0

7 " 0.05 ml 0 0

8 (controles) " 0 0 0

Cuadro N9 3

Tubo NQ Vit.B-12 A.L. Hematina

1 0.05 ml 0,05 m1 0,05 m1

2 0,05 m. o 0.05 ml

3 0 0,05 ml 0,05 ml

h 0,05 ml 0.05 ml 0

5' 0 0 0,05 m1

6 o 0.05 m1 o

7 0,05 ml 0 0

8 (controles) O 0 0

Nota: A.L.- solución de autolizado de levaduras, de 0,5 g N/lOO1

Vit.B-l2 - solución de 1 ¡ig/m1 de Vitamina 13-12.,
Hematina - solución de l mg/ml.

Observaciones semanales. realizadas hasta las 8 semanas. no

evidencian ningún efecto favorable sobre las lcptospira: orlginarig
mente presentes en la muestra. Persiste la contaminación aproxima­

damente a1 mismonivel anterior, y además no se pudo detectar en

ningún caso la presencia de leptospira al fondo oscuro.

Por ello, siempre sobre la mismabase. hemos intentado emplear

medios más favorables con los siguientes elementos:

a) Biosate (Extracto de Levadura e Hidrolizado pancreático
de caseina ) BBL.
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b) Acidicase (hidrolizado ácido de caseína) BBL.

c) Extracto de levaduras BBL.

siempre sobre la base del medio mineral básico de Savino y Renne­

lla y la hematina comofactor de crecimiento.

Mediol) giosate ---------­ematina ---------- 0.005%
Medio Mineral de Savino y Rennella.

Medio 2) Extracto de Levadura 1%
Acidicase ----- --—­
Hematina---------- 0.005%
Medio Mineral de Savino y Rennella

Se fracciona y esteriliza a i h.. á atm.. (a 10 m1por tubo).

En estos medios. más apropiados seguramente que los anterio­

res para el desarrollo de leptospiras. sembramospor triplicado
5 gotas de un cultivo bien desarrollado de Leptospira biflexa (WaZ).l

de medio con 5%de sangre de conejo. Se logró que la cepa desa­

rrolle algo en ellos. manteniéndose durante h repiques efectuados

cada 25 dias en el primer medio; luego no se continuo la expe­

riencia, En el segundo, creció apreciablemente menos. y se perdió
en el 3er repique. En este caso ello podria indicar que. al menos

para esta cepa. el hidrolizado enzimático resulta más favorable

que el ácido. probablemente por su diferencia en contenido de

triptofano y vitaminas a causa de la hidrólisis ácida. que los
afecta. o a1 tipo de péptidos que resultan de tales tratamientos
de la caseina. Se observa en estos cultivos la presencia de muchas

formas largas, hasta lO veces 1a longitud usual. comoZuelzer las

observara en medios de cultivo con suero de asno. según Austoni (2)
Hemosconsiderado muertas las leptospiras inmóviles. y hemos

contado las activamente móviles por separado al der el número de
Leptospiras por campo en el cuadro N9 h

Muestras de agua sembradas en estos medios produjeron desa­

rrollo muyrápido y abundante de microorganismos contaminantes y

no de leptospiras. por lo que no son aptos para muestres fines.
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L.1. - formas anormalmente largas.

Cuadro N9 h

Medio Primer repique Segundo repique Tercer repdque Cuarto repiqv
N9 Observaciones Observaciones Observaciones Observaciones

A los A los A los A los A los A los A los A lOs
13 25 13 25 2 13 25dias dias dias dias dias dias dias dias

h-S L/C se man- 15 L/C S L/Ctiene
igual Igual Igual

que que
1 Muchas Escasas - repique repique

L.1- " L.l. anterior. anterior.
P0cas Li " 5 L/C 10-20
muertas muertas LIC

muertas

2 L/C_ 2 L/C

Muchas Todas Igual N5
2 L.l. son que hay

Lil. repique desa- ­
anterior rrollO.

80% L. 80% L.
muertas muertas

Nota: L/C - número de leptospiras por campo.

A partir de este momento.ensayamostécnicas de filtración de

muestras por diversos sistemas filtrantes, antes de sembrar en me­

dios no selectivos. que permiten el desarrollo de leptospira. Qui­
simos así separar en lo pcsible la contaminación de las leptospiras
previamente.

Se trabajó con muestras del lago del Parque 3 de Febrero, en el

que se habian observado algunas laptospira por examenal fondo oscu­
ro. Se tomaron muestras de 250 ml. se las filtro por papel de fil­

tro estéril de poro cerrado para eliminar en parte la materia sus ­
pendida y se disolvió Biosate en cantidad necesaria para tener solun

ción al 2%. Luego se filtró por bujia Pasteur-Chamberland L 3 en
un tubo Kitasato aplicando vacio.

Los filtrados aparecían estériles al fondo oscuro.l
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- Una parte. (A) se fraccionaba estérilmente en 10 tubos. a
lO m1 en c/u.

- Otra parte. (B) era inoculada en lO tubos, conteniendo cada

uno 10 ml. de medio mineral de Savino y Ronnella. 2%de Biosate y

0.005% de hematina. El inóculo era de l m1 por tubo. En esta se­

rie B se suministraba a las posibles leptospiras viables conteni­
das en el inóculo un medio en ol que la hcmatina y las sales esta­

rían en mejores condiciones que en (A).

Al resto del filtrado se añadía 10%de sangre defibrinada he­

molizada de conejo y se dividia en dos partes:

- Una parte (C) se fraccionaba en 10 tubos. a lO ml por tubo;

- Otra parte (Ó) se sembraba en lO tubos del medio descripto

en (B), a l m1 por tubo.

Para controlar la aptitud de los medios empleados. en dos tu­

bos de cada serie (A,B,¿ y Ó) se sembró una gota de un cultivo bien

desarrollado de Leptospira bifleza (WaZ); so observó a los 7, 22
y 30 dias de incubación a 28 - 30Q C; En los controles se pudo

apreciar desarrollo de leptospira, pero en todos los demásno hubo
desarrollo alguno de estos microorganismos, permaneciendoestériles
0‘ a veces. contaminados,

En una oportunidad se observó ol desarrollo en dos tubos de

1a serie B, de un microorganismo semejante a Spirochaeta plicatilisQ

que no desarrolló posteriormente en repiques efectuados en medios

basados en los minerales de Savino y Rennella. con y sin sangre
defibrinada de conejo y/o peptona como1a descripta (Biosate).

Sobre una muestra proveniente de Arroyo del Rey (Llavallol).

en la que también se habian observado una o dos leptospiras, se pr;

cedió como en la serie Ó únicamente, empleando otra bujia L3. Todos
los tubos permanecieron estériles aún al mes de incubación.

Nohabiendo logrado que las leptospiras observadas en las mueg
tras desarrollen en el filtrado.hemos querido tener idea acerca de

qué retención de leptospiras efectuaban las bujias L3. para lo cual
realizamos la experiencia siguiente :

En 100 ml de medio mineral de Savino y Rennella (sin esterili"
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zar) se disolvieron 2 g de Biosate y se añadió 1 ml de un cultivo

bien desarrollado de LeptOSpira biflexa (WaZ). Se homogeneizó, y

se observaron en el microseOpio unas 10 leptOSpiras por campo, con
buena movilidad.

Filtramos por papel de filtro de poro cerrado, sin observar

variación apreciable en el contenido de leptOSpira. Luegofiltra­

mos por bujia L3. En el filtrado no se observaron leptOSpiras. Se

añadió 10%de sangre defibrinada hemolizada de conejo-y se sembró

1 m1 en c/u de 10 tubos de medio mineral con 2%de Biosate. E1 res­

to del filtrado se fraccionó estérilmente en 10 tubos.

Se incubó y observó el estado de los tubos al microscopio de

fondo oscuro a los 8 dias y a1 mes:

Cuadro N9 5

Tubos inoculados con 1 m1 del Tubos del filtrado con 10%de
filtrado: sangre defibrinada hemolizada,

fraccionado

Tubo N9 8 dias 30 días Tubo N9 8 días 30 días

1 E C 1 E E
2 n E 2 II II

H n II ¡l

a " " a C C
5 ¡I fl 5 E E
6 C C 6 " "

g E E 7 C Cn u 8 E E
9 ¡l ll 9 C C

10 " " 10 E E

C - contaminación
E —estéril

Comose observa, en ningún tubo hemos tenido desarrollo de leptOSpi
ras d

Dado que diSponIamos de dos bujías Pasteur-Chamberland L 3,

hemosquerido repetir el ensayo de filtrabilidad con ambasbujías,

por si los resultados de la anterior experiencia se debiesen a oa.
racteristicas de la unidad empleadaanteriormente. Esta vez se ob­
tuvieron por dilución de l m1 de cultivo de L.b1flexa (WaZ) cada

100 m1 de medio mineral estéril, suSpensiones con 1 L/campo, que

se filtraron y recogieron sobre sangre defibrinada hemolizada de ‘g
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nejo (5%), y fraccionaron en tubos estériles en cantidad de 10 m1

por tubo, obteniéndose 22 para la bujia N9 l y 21 para la NQ2. El

filtrado no reveló leptOSpiras al microsc0pio, y a dos tubos de ca­

da filtrado se inoculó l gota de cultivo de LeptOSpira biflexa (Waz)

comocontrol de la aptitud del medio. Examinaáoa los 21 días, los

controles tenían un desarrollo abundante, pero en los 39 tubos res­

tantes no hubo ningún desarrollo y permanecieronestériles, aún al
mes de incubación.

Por tanto la retención es muygrande o total, no debiendo es­

perarse hallar fácilmente LeptOSpiras en el filtrado, al menosen

condiciones similares a las nuestras, en las que hemosimitado una

muestra de agua ya excepcionalmente rica en LeptOSpira.

Hemosquerido luego ensayar los discos Seitz EKS, esterilizan­

tes. Sobre ellos no hemosfiltrado muestras de agua, sino directa­

mente realizado k eXperiencias de filtrabilidad, comola anterior­
mente descripta para las bujias.- Empleamospara esto discos alema­

nes originales, marca Kreuznacht. Los resultados han sido los mis­

mos que para las bujías, de lo que deducimos que la retención con

estos filtros es también muygrande y no se adaptan para nuestros
fines.

Ensayamosahora comoelementos filtrantes las membranasmglg­
culares.

l) Ensayo de filtrabiliggg. Empleamosel SOporte ISOpor para

membranas de H7 mmde diámetro y las membranas Millipore tipo HA

descriptas.
De un cultivo rico de LeptOSpira biflexa (Waz) se tomaron

5,5 ml (contiene unas lOO leptOSpiras por campo); se centrifugó a

1.000 rpm durante 30 minutos y se tomaron 5 ml del sobrenadante (cng

tiene unas 5 leptOSpiras por campo), que se filtraron por el sisteu

ña descripto armadosobre un Kitasato estéril.

El examendel filtrado reveló la presencia de 1 leptOSpira ca­

da 3 campos examinados, por lo que el sistema evidentemente deja

pasar un númeromuyapreciable de LeptOSpiras, activamente móviles.
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Inoculamos 10 gotas de filtrado en c/u de 8 tubOS del medio de

cultivo, obteniendo excelente desarrollo a los 15 días; ya a los ?

dIas hay 5 L/C.

2) separación de IgptOSpira pura de una muestra de agua adi­

giggada de Leptggpigg. Tomamosuna muestra del lago del Parque 3

de Febrero que nos ha servido para la mayor parte de los ensayos
anteriores.

Separamos el ppdo. grueso por centrifugación a 2.000 rpm du ­

rante 20 min., a 109 C, y a 100 ml del sobrenadante le añadimos un
concentrado de leptOSpira preparado comose indica a continuación;x

obteniendo una muestra con 6 leptOSpiras por campo. Un cultivo de

1a cepa WaZ bien desarrollado ( 60 leptospiras/campo) se centrifu­

gó a h.000 rpm durante H5 minutos, y el sedimento se añadió al agua

del lago.

Se filtró por Millipore HA, observándose que los primeros 30 m1

filtran muyrápidamente, bajando luego la velocidad. Se cortó el va­

cío; el examendel.filtrado reveló 1 leptospira cada lO campos; se

inoculó este filtrado, en el que no se observaban otros microorga­

nismos al microscOpio, en 5 tubos de medio de cultivo, sembrando

2 - 3_gotas en c/u.

Se observó el desarrollo en estos tubos, hallando a los 20 dias

uno contaminadosin leptOSpira, y cuatro con cultivos en desarrollo,

puros, el que recién al mes es abundante. Por ello hicimos inócu­

los mayores en lo sucesivo

Aplicación de la filtración al aislamiento de cepas nuevas

Se tomó, el día l2-IV-l962, una muestra del lago del Parque 3

de Febrero, en el que se vieron, varias veces, algunas Leptospira

directamente. Contiene bacterias diVersas, algas, protozoos y de ­

'ritus. Se eliminó el ppdo. en parte, centrifugando 5 min. a 109 C

a 2.000 rpm. El sobrenadante se filtró por Millipore HA,hasta no­

tar disminución de la velocidad de pasaje. Se recogieron 60 m1de

un líquido límpido que parecia estéril al fondo oscuro. Se sembra­

ron 10 tubos de medio mineral de Savino y Rennella con 10%de sangre

defibrinada hemolizada de conejo y 2 °/oo de Biosate (cada tubo tig
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ne 10 ml de medio de cultivo y se siembra 1 m1de filtrado en c/u),

y se incubaron 20 días a 28-309 C, plazo al cabo del cual fueron

examinadoscon el siguiente resultado:

Cuadro N9 6

_Tu_bg

l 20 leptOSpiras por campoy eSpiroquetas cortas

2 ESpiroquetas cortas únicamente
3 Estéril

k 20 leptOSpiras por campo, cultivo puro (cepa A 2)

5 lO leptOSpiras por campoy espiroquetas cortas.

6 10 leptOSpiras por campoy eSpiroquetas cortas

7 ESpiroquetas cortas únicamente.

8 150 leptospiras por campo, cultivo puro ( copa A 1 )

9 estéril
10 sepiroquetas cortas únicamente.

Estas fueron nuestras primeras cepas aisladas; sólo conser­

vamoslas que resultaron puras; es de notar que en repiques poste­

riores, la cepa A l pasó a desarrollar muchomenos que la A 2,(al

contrario de lo que ocurrió en el momentode aislarlas), haciéndolo

mejor con cantidades de suero de conejo mayores, aún en presencia

de Vit. B-12 en medio de Korthof. Por ello, supusimos que pudieran

ser distintas, cosa que fué comprobadaluego al realizarse su estu­
dio antigénico; en este sentido parecen ser independientes por com­

pleto entre si y frente a todas las otras cepas ensayadas. Diremos

también que A l exhibía una gran tendencia a autoaglutinarse, que

fué desapareciendo luego de numerosos pasajes en medio de Korthof,

pudiéndose así al fin emplear comoantígeno vivo para su estudio

suerológico, realizado en el Instituto de Zoonosis de INTAen 1963

18-IV-l962
Muestra del Río Matanzas. Altura de "La Salada".
No se ven leptOSpiras al fondo escuro,en un examendirecto.

1) Eliminación ppdo. grueso a 1.200 rpm, lO min. a 109 C.

2) Concentración: 10.000 rpm, 15 min. a 109 C. Reducción de500m1a3o
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3) Filtración Millipore HA:Estéril al fondo oscuro.
h) Siembra: l ml en c/u de lo tubos del medio de Savino y

Rennella modificado.

5) ObserVación:se efectuó la primera a los lí dias. hallan­
dose todo contaminado, con bacterias de tamaño muygrande inclu­

sive; probablementese trata de una falla del filtro, o pequeña

desgarradura durante el armado.

9-V-1962 ­
Muestra del Rio de la Plata. Espigón del Club de Pescadores.
250 m de la 00sta.

l) Eliminación del precipitado grueso: centrifugación a
2.000 rpm, 109 C, 5 minutos.

2) Filtración por Millipore HA: se recogen unos 50 ml. El
filtrado parece estéril al microscopio de fondo oscuro.
Se siembre l m1 en c/u de lO tubos de medio de Savino y
Rennella modificado como se mencionó.

3) Observación: a los 9 dias en algunos tubos ya hay desarro­
llo escaso- Se observan todos a los 20 dias de sembrado: h tubos

contienen cultivos puros de LeptOSpira: los denominamosB 1, B 2l

B 3, y B h. Otros tres. contienen Leptospira con otras espiroque­

tas. El resto. espiroquetas puras y/o contaminadas con otros gér­

menes. La cepa "B h" no creció en repiques posteriores y se perdió.

15-v-1962
Muestra del mismoorigen que la del lB-IV-1962_(Rio Matanzas,
altura de La Saladar)
Esta vez observamos 2-3 microorganismos que parecen Leptospi­
ra. en cada campo. examinandola muestra sin tratamiento alguno.

l) Eliminación ppdo. grueso: centrii‘ugación 2.000 rpm. 109 o.
5 minutos.

2) Filtración por Millipore HA. Se recogen unos 30 m1. El fil­
trado parece estéril al fondo oscuro. Se siembra l ml en
c/u de 10 tubos de medio de cultivo descripto.

3) Observación: Se efectúa la primera a los 10 dias. Todos los

tubos están contaminados; en h de ellos se observan algunas lepto­

spiras. Se elige el menos contaminado y con mayor número de Lepto­

Spira. y se lo mantiene por repiques periódicos efectuados mensual­
mente,

Sespochándoseun defecto en el ajuste del soporte mecánico

de filtración, se intenta purificarlo refiltrándolo en repetidas
oportunidades, modificando el SOporte con la adición de arandelas

de Teflón de diverSOS modos. y apoyando la membranafiltrante en
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su cara inferior. sobre un circulo de papel de filtro, comprendido
dentro de la arandela inferior.

El cultivo. en estas pruebas‘l fué diluido con solución fisio­
lógica (1:3) y el filtrado de esta dilución fue sembradoen.medio
de Kcrthof a 1 ml por tubo (5 tubos). sembrando también otros tu­

bos de ese mismomedio con diluciones (respecto del filtrado) de

-k y 10-5. En todos los casos se obtuvieron10‘1. 10'2. 10'3. 10

cultivos otra vez contaminadosigual que el material del que se

partió. Luegose intentó purificarlo filtrandolo por Millipore PH
con Svinny. inoculando 1 m1 en c/u de h tubos de medio de Korthof.

Esto produjo una disminución notable de 1a contaminación. pero a­

travesaban 1a membranatodavia algunas bacterias de pequeño tamaño,

posiblemente cocos o cocobacilos. Posteriormente se filtró por

Millipore GS, también con Suinny. En una primera experiencia.los

tubos sembradoscon el filtrado permanecieron estériles, pero en

un nuevo intento se logró 1a purificación perfecta de 1a cepa.i Es

de notar que desarrollaba con dificultad, por contraste con lo que

ocurría cuando estaba contaminada. y que ese lento y pobre desa ­

rrollo se acompañabaademás por una fuerte tendencia a autoagluti­

narse, espontáneamente. Ninguna de estas desventajas se mitigó

empleando mas suero de conejo (10%). pero luego de una larga serie

de repiques frecuentes, se logró un comportamientosatisfactorio

de la cepa: perdió su capacidad de autoaglutinación. y el tiempo
necesario para lograr un buen desarrollo. bajó de 15-20 dias a 5 ó

6 dias. Hemos denominado a esta cepa " Salada"

22-V-l962, Procesada el mismo dia.
Muestra del Arroyo Cildáñez - (Altura Avda. Olivera)
Aguamuyturbia. con abundante sedimento; temperatura elevada.
alrededor de 30Q C. No se observan Leptospiras pero si mucha
microflora y protozoos.

l) Eliminación sedimento grosero: 5 min¡ a 2‘000 rpm, 10Q C.

2) Filtración por M1111ore HA:filtrado linpido, estéril al
microscopio ( 30 ml y.

3) Siembra del filtrado en 10 tubos, a 1 m1 por tubo de mediode cultivo.

h) Observación: a los lO dias todos los tubos se hallan conta­

minados. En uno de ellos la contaminación es muy abundante pero se
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observan leptospiras. Se piensa en un defecto del soporte o en

una rotura de 1a membranamuy pequeña. Repicando de este tubo. s6­
lo creció la contaminación p€rdiéndcse la copa.

— - ¡o v. n

3o—vn1962 Procesada h-Vï-l962
Muestra del Rio de la Reconquista.
Limplda. amarillenta; sedimento flooulento. Protozoos y bac­
terias. NoLeptospira.

1) Filtración, directamente‘ por Millipore HA(30-h0.m1)_F11.
tra muybien.

2) Siembra ( l m1 en c/u de 10 tubos de medio de cultivo )

3) Examena 10s 9 dias: se observan muy pocas Leptospira puras.
A los 27 dias se vuelve a examinar.

Cuadro NQ 7

Tubo Tubo

1) 10 L/C : C1 6) 50 L}c : c5

2) ho " : 02 7) 25 " g G7

3) 50 " : C3 8) 30 " : 03

a) 3o " : ¿a 9) 60 " : 09

É) 30 L2C : C; 10) 60 " : ¿lo

Nota: L/C - leptospiras por campo.

En todos los tubos ha habido desarrollo de Lepfiospira fiura.

exaepto tal vez el séptimo que parece contaminado con bactesias
inmóviles de tamaño muy pequeño; se siembra en caldo común y en

agar pico de flauta. Incubado a 379 C. no hay desarrollo de conta­
minantes en'3 dias.

29-XI-1962 Procesada 30€XI-1962.
Muestra del Arroyo Dulce. Km69, Ruta Rojas-Pergamino.
Turbia y con sedimento- Protozoos y bacterias. No leptospiras.

l) Eliminación sedimento grosero: 2.300 rpm, 5 minutos,

2) Se siembran 20 ml en agar de Zuelzer - —- - - - - - -(A)

3) Se siembran 0,5 m1 en 5 m1 de Korthof, m dificado por
Babudieri_ - - - - - - - ——- - - - - - —- _ _ _ - -(B)

h) Se filtran 30 ml por Millipore HA.

5) Observamosque en el filtrado parece haber algunas pocas

bacterias o partículas inmóviles, o dotadas de movimiento browniano.
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Deeste filtrado:
l) Se siembran 5 ml en Zuelzer tal cual. - - - - - - - (C)

2) Se siembran 5 m1 en Zuelzer con 0,2 a 0,3 mg Vit.B12 (D)

3) Se siembran 0,5 ml en c/u de lO tubos de medio de. _- - - - - - - - - - - - - - II- - - - II

k) Se ha en, en Korthof, diluciones 10-1.10'2, 10-3. 10'?-. ------------------—
Observaciones: (A). (C) Y (Ó) al cabo de l mes tienen conta­

minantes pero no leptospirasa En (A) la contaminación es mucho mg

yor que en los otros dos.

(B): aparece muycontaminado y sin Leptospira. Observaciones

hasta 1 mes.

(E) y (F): Todos los tubos se hallan contaminados. Sólo hay

leptospiras, aunque acompañadode otros gérmenes y espiroquetas.

en la dilución 10-2 y en un tubo de la serie (E). Se mantienen por

repiques periódicos. Los denominamosrespectivamente "Dulce 1" y

"Dulce 2".

Filtrados por Millipore PH, pasan las espiroquetas y las lep­

tospiras. predominandolas primeras en cultivos de 7-8 dias. Lo

mismo ocurre con GS.

Estriado sobre medio sólido de Aktan y Ertugrul, no se consi­

gue separarlas, pues al tomar colonias y sembrar otra vez en medio

liquido (Korthof) siempre aparecen las espiroquetas, contaminantes,

con o sin leptOspiras. Los intentos con este medio sólido se re­

pitieron por dilución y siembra. con una gota por tubo, empleando

1. 10"2 y 10‘3. por tri­el cultivo sin diluir y a diluciones de 10­
plicado, para tratar de obtener colonias más separadas, En ningún
caso se obtuvo éxito.

Por no haber desarrollo en agar de Zuelzer‘ se pensó que podria

tratarse de una leptospira patógena.
Se intenta eliminar las espiroquetas empleandoun suero "anti­

espiroquetas”, preparado en cobayo­

El cultivo de espircquetas sin leptospira se logra haciendo dos
pasajes del cultivo mezcla en un medio-base de Korthof sin suero ni

B-l2 ni nicotinico. pero con la adición de 2%de Biosate, que se
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esteriliza fraccionado en tubos de ensayo.-a 5.ml c/u. tapadoa con

algodón-gasa

Se inocularon estas eSpiroquetas, intraperitonealmente. a dos

cobayos, inyectando 1 ml de cultivo cada 7 dias. ( k inoculaciones)

Cuadro NQ 8 _
Temperatura,QC

Cobayo Cultivo Inicial 29 dia 3rdia 5°dia 69dia

3808 Dulce]. 3822 339,1; 389,6 399.8 399,2

3857 Dulce 2 399.1 389.2' 379.9 389.2 389.7

Se practico hemocultivo del cobayo 3808 al 59 dia. con resultado

negativo_ Siete dias despues de la última inoculación se sangra­
ron estérilmente los animales. y añadimos a tubos de medio de Kort­

hof 0,2 , 0,h y 0,6 m1 de estos sueros. En ese medio se repicó

0,5 m1de cultivo bien desarrollado de 1a cepa correspondiente

(Dulce 1 y Éulce 2). En ningún caso se logró inhibir el desarrollo

de las espiroquetas¡ lo que en cambio fué logrado selectiVamente

por sulfanilamida. comose describe más adelante.

Fueron asi obtenidas puras las cepas "Dulce 1" y "Dulce 2"a

19_I-1962 Procesada 21-1-1962
Muestra del Arroyo Tapalquen, (Altura LomaNegra)
Turbia. no leptospiras, Microflora regular; Protozoariosa

V1 Eliminación sedimento: Centrifugación 2,500 rpm. 10 min.

2) En medio de Zuelzer 2 25 m1. Negativo al mes; positivo
a los 3 meses.

3) En medio de Korthof: 0.5 m1. Intensa contaminación. sin
leptospira (examena los 7 y 20 dias).

h) En medio de Korthof con sulfanilamida ( h g/l) - Igual re­
sultado que antes.

5) Filtración por Swinny (HA): 0,5 m1 en a/u de 10 tubos deKorthof

6) Filtración por Swinny (PH) - Idem.

Observaciones a los 7 dias:

a) Por HA: Los 5 tubos estan muy contaminados; se observan
espiroquetas. En un tuvo hay tambien Leptospira. Se desechan.

b) Por PH: Los tubos N9 1 y 5 están contaminados se observa
presencia de leptospiras y espiroquetas. El tu N92 con­
tiene leptospiras puras.
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Los tubos 3 y h contienen leptospira y espiroquetas. que fue­

ron eliminadas por sulfanilamida.

Se tienen asi puras las cepas gangaguég 2. Tgpglguég 3 y 23:

pglguén fi que crecen con dificultad y se aglutinan espontáneamente

en buena medida. Este problema se soluciono por repiques frecuentes.

2o-I-1963 Procesada 22-1-1963
Muestra de agua de pozo de la zona de Coronel Rosetti (Depto,
General López. Santa Fe)
Muylimpida. casi estéril. Hay algunas formas que podrian ser
leptospiras.
Se siembran 25 m1 en Zuelzer; permanece sin desarrollo de
leptospira al menos30 dias.

Se filtra por Swinny con HA. sembrando 0,5 ml en c/u de 10 tu­
bos de medio de Korthof.

A los 8 dias (28-1-63) todos los tubos se hallan contaminados,
pero en 8 de ellos se observan leptospiras y en ninguno espi­
roquetas.
Se numeran del 1 al 8.

Se intenta mantener las leptospiras por repiques sucesivos.

intentando también purificarlas por filtración en la medida en que

se dispone del material. La cepa NQ2, refiltrada por HA. no mejo­

ra apreciablemente. Se pierde. Tampocomejora la NQ3 filtrada por

el mismo tipo de membrana.

Se intenta aplicar el medio sólido de Aktan a estas cepas. con

la misma técnica que se empleó para Dulce 1 y Úulce 2 y con igual
fracaso.

Pudieron en cambio obtenerse en estado de pureza las cepas

N9 3 y NQ6 mediante filtración por PH" (Rosetti 3 y Rosetti 6).

las que desde entonces desarrollaron perfectamente y con rapidez.

Se desecharon los demás cultivos contaminados por tener ya dos puros.

lS-II-l963 Procesada 22-II-l963
Muestra del Rio Pireco. Cascada de Santa Ana (Neuquén)

Aguamuylimpida y fria. Casi estéril al fondo oscuro; no se
ven leptospiras­

Filtrada por EHcon Swinny, sembrando l ml en c/u de 10 tubos
de medio de Korthof. El filtrado parece contener algunas bacte­
3135 inmóviles o particulas de pequeño tamaño, en escasa canti­a .

Se examinan los tubos a los 25 días. hallándose 5 tubos estéri­
les y 5 contaminados sin leptospiras ni espiroquetas.
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16-11-1963 Procesada 23-II-1963
Muestra del lago Nahuel Huapi (Villa La Angostura.Neuquén).
tomada a 100 metros de la costa.

Se procesa de modo análogo a la anterior. pero con membranas
TSIs o

Las observaciones de la muestra antes y después de filtrar
son iguales a las de la muestra anterior.
El examende los tubos a los 25 dias revela 7 tubos estériles
y 3 contaminadossin leptospiras ni espiroquetas.

16-II-l963 Procesado 27-11-1963
Muestra del lago Nahuel Huapi (Puerto Blest, Neuquén)‘ tomada
a 200 metros de la costa.

Aguamuylimpida y fria. Se ven algunas bacterias móviles e
inmóviles.

Se filtra por HAcon Suinny e inocula 1 ml en c/u de 10 tubos
de Korthof. El filtrado parece estéril al fondo oscuro.

Examinadosa los 30 dias, se observan 5 tubos estériles y 5
contaminadossin leptospiras ni eSpiroquetas.

En el cuadro N9 9 se resumen los resultados mas importantes

de las 12 muestras ensayadas hasta el momento. Ée él se deduce que

en 3 de las ll muestras filtradas por HAse han obtenido cultivos

puros de leptospira en uno o mas tubos; en dos casos. sólo atra ­

viesan la membranaHAleptospiras y espiroquetas. En total. han

desarrollado leptospiras, puras o contaminadas. en 8 de las ll mues
tras filtradas por HA. Además.las leptospiras han atravesado la

membranaFHen.los 3 ensayos de purificación realizados. y aún la
GS en los dos casos ensayados.

En las 6 últimas muestras se han conseguido resultados más rá­

pidos mediante el empleo del medio de Korthof, modificado por Babu­

dieri, Teniendo presente 10 expuesto, hemos aplicado una nueva pa;
tida de membranas HA. PH y GS de 13 mm, para Swinny, a un estudio '

sobre 18 nuevas muestras de agua. comparando la eficacia de cada

una de estos tipos de membranaentre si y respecto del agar blando
de Zuelzer, a fin de poner a punto el método de aislamiento hallado,

Óoncada muestra se intentó también la siembra directa de

0,5 nl de la misma en 5 ml del medio de Korthof con sulfanilanida

descripto, comolo propone Stavitsky (166 ) para aislamiento de lep­
tospiras de materiales contaminados. Las observaciones fueron rea­
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Cuadro NQ 9

Euestra Origen Filtro Resultado Purificación Capas Zuelzer
NQ en los ulterior obte­

distintos nidas
tubos puras

1 Lago Parque HA L.LS.S,E. - A 1 y No se
3 de Febrero A 2 hizo

2 Rio Matanza HA C - - "
(Salada)

3 Rio de la HA L.LS.S.SC - B1.B2,B3 "
Plata y Eh.

h Id. N9 2 HA m PH;final Salada n
con GS

5 Arroyo HA LC - - "
Cildañez Se pierde

6 Rio de la HA L - C1 a cio "
Reconquista

7 Arroyo HA ¡se PH y GSqdan bruce 1 N.3o d.
Dulce LS; Luego y 2,

LS con Sulfa.

8 Arroyo HA LSC, SC - - P
Tapalquén

PH L - Tapalquén 2 90 d
LS. LSC LS con Sulfa Tapalquén 3

y h

9 POZOC1161. HA P Resetti 3 N
Rosetti LC m y 6 d.

10 Rio PirecO' PH E. C - - No se
hizo

11 Lago Nahuel HA E, C - - n
Huapi

(V.Angostura)

12 Lago Nahuel HA E, C - - n
Huapi

(P. Blest)

Abreviaturas: L - leptospira S - espiroquetas
E - estéril N - negativo
P - positivo d - días
C - otros contaminantes que no son espiroquetas.
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lizadas. en el medio de Korthof, a los 10 dias. aproximadamente. de

incubación . prosiguiéndOSe hasta 1 mes en caso de ser leptospira

negativosú En cada tubo se sembró 1/10 del volumen del medio, o

sea 0.5 ml. del filtrado por Millipore, sembrando3 6 h tubos para

cada tipo de membrana.

Las observaciones en el agar de Zuelzer se realizaron comose

ha expresado anteriormente.

1)

2)

MW=
Rec - fecha en que la muestra fué recogida.- Il HÍ. H H "
L - leptospiras
L- - ausencia de leptospirasE - estéril
S - espiroquetas (Se piensa que son de la familia Troyano ­

mataceae en general. por su longitud).
C - otros contaminantes

Las combinaciones de simbolos empleadas indican 1a presencia
e? el cultivo de los microorganismos representados por dichoss mbolos.

Reca 22-V-1963 Proc, 23-V-1963
Muestra de un lago del Parque "3 de Febrero"

Turbia y con sedimento. Centrifugado a 2.000 rpm. durante 10 min.

En agar de Zuelner : negativo ( #8 dias)
En Korthof con h o200 de sulfanilamida : C LP

Filtración por Millipore:
HA: 1)Lsc 2) Lsc 3) Lsc
PH: 1) E 2) L 3) L s

GS: 1) E 2) E 3) E

Rec. 22-V-1963 Proc. 2h-V-1963
Muestra del Rio de la Plata (Altura Aeroparque)

Turbia y con sedimento. Centrifugado a 2.000 rpm durante 10 min.

En agar de Zuelzer: positivo (M7dias)
En Korthof con h°/oo de sulfanilamida: C L­

Filtración por Millipore:
HA: 1)LSC 2)Lsc 3)Lsc
PH: 1) s 2) L 3) LS

es: 1) E 2) E 3) E
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Rec.36-VI—1963 Proc. l7-VI-1963

Muestra de una laguna, abrevadero de vacunos, a 6 Kmde
0=híggins ( Ruta 7

En agar de Zuelzer : Positivo (51 días)

En Karthof con H o/oo de sulfanilamida : C L­

Filtración por Millipore
HA: 1)LSC 2)'Lsc 3)Lsc

PH: l) L B C 2) L S C 3) L S C

GS: l) L 2) L S 3) L S

Proc . lB-VI-l963Rec. ló-VI-l963
Ruta 7 ( Partido de Chacabuco )¿uestra del Río Salado.

En agar de Zuelzer : Negativo ( 65 días )

En Korthof con h o/oo de sulfanilamida : C L­

Filtración por Millipore
Hm 1)LSC 2)sc 3)Lsc
PH: 1)LS 2)LS 3)LS
GS: 1)E 2)L 3)Ls

Rec. ló-VI-l963 Proc. l9«VI-1963
Muestra del Arroyo Giles (San Andrés de Giles)

En agar de Zuelzer : Positivo M9días

En Korthof con k o/oo de sulfanilamida : C L­

Filtración por Millipore
HA: 1)LC 2)Lc 3)Lc
PH: l) L 2) L 3) L

GS: 1) L 2) L 3) L

Proc. 25-VI-1963Rec. 22-VI-1963
Estancia Devoto (Rojas)Muestra del Arroyo Dulce.

En agar de Zuelzer : Positivo ( 36 días )
En Korthof con k °/oo de sulfanilamida : C L­

Filtración por Millipore
HA: l) L S 2) L S C 3) L S C

PH: 1) L S 2) L S 3) L S

GS: l) E 2) L S 3) L S

¡+)LSC
’+)L
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Rec. 2H-VI-l963 Proc. 26-VI-1963
Muestra del Arroyo Lamela (Rojas)

En agar de Zuelzer : Positivo (35 días)

En Korthof con H °/oo de sulfanilamida : C L­

Filtración por Millipore
HA: 1)Lsc 2)LS 3)LSC
PH: 1)LS 2)Ls 3)Ls
GS: 1)L 2)LS 3)Ls

Rec. 25-VI-1963 Proc. 27-VI-l963
Muestra del Arroyo Horqueta (Capitán Sarmiento)

En agar de Zuelzer : Positivo (33 días)
En Korthof con 4 o/oo de Sulfanilamida : C L­

Filtración por Millipore
HA: 1)LS 2)LSC 3)LSC
PH: 1)LS 2)Ls 3)Ls
GS: 1)L 2)LS 3)Ls ’+)LS

Proc. 28-VI-1963Rec. 25-VI-1963
(San Antonio de Areco)Muestra del Río Areco

En agar de Zuelzer : Positivo ( 3h días )

En Korthof con H o/oo de sulfanilamida: C L­

Filtración por Millipore:
HA: 1)LS 2)LSC 3)LSC
PH: 1)LSC 2)Lsc 3)Ls
cs: 1)L 2)LS 3)Ls

Rec. 5-VI-l963 Proc. 6-VI-1963
Muestra del Arroyo Maguirre (Pcia. Buenos Aires)

En agar de Zuelzer : Positivo ( 32 dias )

En Korthof con h 0/oo de sulfanilamida z CL­

Filtración por Millipore:
HA: 1)SC 2)LSC 3)LSC
PH: l) L S 2) L L S C

GS: l) L S 2) L 3) L
--—­
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Muestra del Arroyo Helva (Arrecifes)

En agar de Zuelzer : Positivo ( 32 días )

En Korthof con h%o de sulfanilamida : C L­

Filtración por Millipore:
HA! l) L S C 2) L C 3) L S C

PH: l) L S 2) L S 3) L S

GS: l) L S 2) L S 3) L S C

Rec. lO-VIII-I963 Proc. 12-VIII-l963
Muestra del Arroyo Tala. Km. #50 (Ruta 8),

En agar de Zuelzer : Positivo ( 30 dias )

En Korthof con H %o de sulfanilamida : C L­

Filtración por Millipore:
HA: l) LC 2) LC 3) LC

PH: No se pudo efectuar

GS: 1)E2)E 3)E 1+)L 5)E 6)E

Rec. l2-VIII-l963 Proc. l3-VIII-l963
Muestra del Río Luján (Luján)

En agar de Zuelzer : Positivo (29 días)

En Korthof con k %o de sulfanilamida : C L­

Filtración por Millipore
HA: l) L S C 2) L C

PH: 1) L S C 2) L S C

GS: l) E 2) L S

Rec. 12-VIII-1963 Proc . 1¡+—VIII-1963
Muestra del Arroyo del Rey (Llavallol)

En agar de Zuelzer : Positivo (28 días)

En Korthof con H %o de sulfanilamida : C L­

Filtración por Millipore
HA: l) L S 2) L S C

PH: l) L S 2) L S

GS: 1) L 2) L S

4) L S

h) L S

Santa Fe.

7) L

3) L S C

3) L S C

3) L

3)Lc
3) L s

3)Ls
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Rec. 1.9-VIII-1963 Proc. mmm-1963
Muestra del Balneario de Núñez

En agar de Zuelzer : Positivo ( 30 días )

En Korthof con Á %o de Sulfanilamida : C L­

Filtración por Millipore:
HA: 1)LS a) L-s 3) LSC

HI: 1) L 2) L 3) LS

GS: 1) L 2) L 3) Ls

Rec. 19-VIII-1963 Proc. 21-VIII-1963.
Muestra de la laguna Santa Catalina (Santa Catalina. Pcia.
Buenos Aires)

En agar de zuelzer: Positivo (29 días)

En Korthof con h %o de sulfanilamida = C L­

Filtración por Millipore:
HA: 1)Lc 2)Lc 3)Ló
PH: 1) L 2) L 3) L

GS: 1) L 2) L 3) E

Rec.. 26-VIII-1963 Proc. 27-VTII-1963
Muestra del Arroyo Conchitas. Ruta 2 (Bosques. Pcia. de
Buenos Aires

En agar de Zuelzer : Negativo ( 60 dias )

En Korthof con h %ode sulfanilamida: C L­

Filtración por Millipore:
HA: 1)Lsó 2)Lsó 3)Lsc
PH: 1)LS‘ 2)Ls 3)Ls
GS: 1)Ls 2)LS 3)Ls

Rec. 26-V'III-1963 Proc. 28-VIII-1963
Muestra del Arroyo de las Perdices (MonteChingolo. Pcia.
de Buenos Aires) ­

En agar de Zuelzer : Positivo ( ho dias )

En Korthof con h %o de sulfanilamida : Ó LF

Filtración por Millipore
HA: 1)LSC 2)Lsc 3)Lsc
PH: 1)Ls 2)LS 3)Ls
GS: 1)E 2)E 3)L
En el cuadro N9 10 condensamos los resultados obtenidos con

los 3 tipos de membranay con el medio de Zuelzer.
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Cuadro N910

nostra H A P H G s BÏÉÏIO

No1 2 3 W" 1 2 3 1; sans;
Zuelzr

1 ¡sc ISC ISC L Ls - E E E - N

2 1.96 ¡sc ISC L LS - g g g - pI+7a

ISC ¡sd ISC ¡só me ¡sc ISC L IS Ls L P51d

1+ Lsd ¿q Lsó LS Is IS - g L IS - N

5 Lcí LC LC L L ' L - L L L - Pï+9d

6 IS LSC ISC Is Ls Ls - a LS Ls - P36d

7 ISC IS ISC LS LS Ls - L Ls Ls - P355

8 IS Lsc 15d IS Ls IS - L IS IS Ls p33c

9 Ls Isé Lsó ¡sc Iso LS - L IS Ls - P31+

10 Si ISC ISC Ls L ISC - IS L L - P32r’;

11 LSC chsc LS IS LS LS Ls 131301.3 P326

X _X -X _I _X

12 LC Lc m 5): a): 7>Ï e): P3“
13 Lsc DC Lsc ISC LSC ISC - IS L - P29 e

1k LS ¡só Lc IS IS IS - IS Ls - P283

15 IS IS Lsc L L LS - L L IS - P30 a

16 L6 Lo Ló L L I. - L L E - Pas (F.

17 Is-c LSC LSC LS L8 Ls - LS IS IS - N

18 Lsó Lsd Iso LS IS IS - E E L - P’+Oé.

(x) - No se realizó filtración por PH, inoculándose en cambio
B tubos con filtrado de GS.

En esta serie de experiencias. efectuadas comose dijo con

una nueva partida de membranas. se obtuvieron de todas las muestras.

con poro HA. tubos con laptospira y otros microorganismos. bastante
intensamente contaminados en general, Estos fueron desechados sin
intentar purificarlos.
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La siembra directa del agua en medio de Korthof con 4 flo de

sulranilamida nunca produjo cultivos de leptospira. desarrollando
intensa contaminación.

ConmembranasPH, siempre se obtuvieron cultivos de leptospira.

y en 6 sobre 17 ensayos se obtuvo uno o más cultivos puros. En cam­

bio. en h casos se observo que en el desarrollo de los tubos inocu­

lados con el filtrado por PHaparecen contaminantes. que no son es­

piroquetas.

Con membranasGS, sobre las 18 muestras ensayadas. se obtuvie­

ron de 13 de ellas uno o más cultivos puros de Leptospira. De otras

dos. la membranaretuvo todo microorganismo capaz de desarrollar en

medio de Korthof, inclusive Leptospira y espiroquetas; otras dos

muestras produjeron cultivos de Leptospira contaminados únicamente

con espiroquetas. y en el caso restante parecen haber atravesado la

membrana otro tipo de contaminantes de tamaño muy pequeño, además

de las leptospiras y espiroquetas.

Esta técnica de aislamiento de cepas de aguas resulta mucho

más rápida que la clásica de Zuelzer. y además la hemos hallado en

ocasiones más sensibles: de las 18 muestras ensayadas se han obteni­

do cultivos de leptospira mediante el agar blando de Zuelzer en 15
casos. no desarrollando en los otros 3; en cambio en el medio de

Korthof inoculado con los filtrados hubo siempre desarrollo de lepto­

spiras. Similar fenómeno observó Leiguarda (lhh) con medio de Zuel­

zer y de Savino y Rennella sembrando ambos con muestras de agua pre­

viamente sometidas a filtración para decontaminarlas parcialmente,
si bien sus resultados con bujias L 3 y discos Seitz EK.difieren de
los obtenidos por nosotros en los ensayos previos con dichos elemen­
tos filtrantes.

Óado que las membranas HA producen cultivos muy contaminados,

no las consideramos adecuadas para obtener leptOSpiras de agua; res­
ta considerar dos posibilidades: la primera seria obtener previamen­

te un cultivo de Leptospira puro o no, procediendo luego a su puri­
ficación mediante una segunda filtración y/o empleode sustancias

como1a sulfanilamida. En ese caso seria preferible la membranaHï
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pues siempre dió cultivos de leptospira. puros o noa

La segunda posibilidad seria tomar en cuenta sólo los cultivos
obtenidos puros directamente, sin intentar purificar los otros: en­

tonces es mejor la membranaGS. pues aunque tiene mayor tendencia

a retener los microorganismoscontaminantes y las leptospira. ha da­

do. comohemos visto. cultivos puros en 13 muestras sobre 18 ensa­

yadas, por contraste con la PH. que los produjo en 6 sobre 17.

Algunas aplicaciones de las membranasfiltrantes a 1a

purificación de cultivos contaminados

Óurante el curso de este trabajo se han obtenido en muchas oca­

siones cepas contaminadas. Otras veces, cepas puras se contamina ­

ron accidentalmente. inconveniente en ciertos casos comúnen las tg

reas de laboratorio. Nuestras experiencias nos llevaron a emplear

las membranaspara recuperar puras dichas cepas, obteniendo en to­

dos los casos resultados positivos con copas de colección; en cam­

bio. con cepas contaminadas de agua no obtuvimos siempre los efec ­
tos anteriores.

Dichos resultados indican que el éxito en la aplicación de las

membranas PH y HAmuy posiblemente depende del tipo de contaminante

en cuestión_ Con las membranasGS los resultados han sido más uni­

formes, pues en general sólo fallaron cuando la contaminación con­

sistia en espiroquetas, que hemos observado con muchafrecuencia en

aislamiento de leptospiras de aguas. Estas espiroquetas han podido

ser eliminadas por lo comúnmediante sulfanilamida. comose ve más
adelante.

En el Cuadro NQll pueden observarse algunas pruebas realiza­

das; estos resultados indican la aptitud del métodode purificación.
Se han colocado en la parte superior los casos en que se obtu­

vo purificación total de la cepa. y debajo de éstos aquellos en
los que pasó contaminadao no desarrolló al sembrar el filtrado.
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Cuadro Nn ll
Filtro HA Filtro HH

Capa Estado an- Resultado Cepa Estado an- Resultado
tes de fi; tes de f1;trar trar

L“ O ÁC 8

C h

C 10

Rosetti 3
Rosetti 6

C 2

C 3

Ponona Johnson

Pomona É Rata 1

Dulce 1

Dulce 2

Buenos Aires 2

Mankarso (W)

c9
C1
010 LC

Rbsetti 3

c 10

SSSBBHHHHHH
Dulce 2

Dulce 1

Rosetti 2
¿6

Filtro GS

Pbmona Suis LC

Salada
C 6

C 10

Ranchos

Tapalquén 3

A 1

A 2

5;.5;.E;E353535353F35;S;5;5;5; 53.5;¡B53E;5;.F‘t‘r'rit‘r4r4t*

Buenos Aires

B 1

Mitis John­
san

Pfit‘t‘t‘fit‘b‘fit“

Uruguaya

Salada
Dulce 2
Dulce 1
Rbsetti 2
Óulce l
hace 2
d 2 8.888.888'S5'.'8'5‘SHSg8.8.8.8. M5353mE;E;uat4r4



Ensayos con membranas Millipore VC y VM

El tamaño de poro de estas membranas. según especificaciones

de fábrica. es: VC - 100 mp Í 8 mp, y VM- 50 mp Í 3 mp_ Son los

dos tipos siguientes al GS ( 0.22 u i 0.02¡u ). ya empleada con r9
sultados satisfactorios. '

Al decidir el ensayo de estos filtros, tuvimos presente que

en 1962, Loesche y Socransky ( lál) hallaron que a través de VC

y VMpasan espiroquetas partiendo de material huCal. Estos auto ­

res incluso observaron el pasaje de las espiroquetas a través del

filtro tipo VF (poro = lO mpjíz mm). lo que atribuyen a un defecto
de la membrana. En el caso de VCy VM. intervendria además le au­

sencia de una pared rígida celular en el sentido bacteriano ordi ­
nario. o la existencia hipotetica de una "forma L" filtrable. pues

el microorganismo que atravesaba la membranaera de diámetro muy

superior al poro de la misma.

Hemosensayado estas membranascon el propósito de hallar un

tipo de filtro que permita únicamente el paso de las leptospiras

y retenga todo otro microorganismo acompañante capaz de desarrollar

en medio de Korthor. Para averiguar si las leptospiras pueden

atravesarlas. antes de aplicarlas al aislamiento de cepas deL agua.
hemosprocedido a filtrar con ellas una serie de lo cultivos puros

o contaminados.

Las filtraciones han resultado muylaboriosas, pues los fil ­
tros ofrecían gran resistencia al paso del cultiVo. Por ello. pro­
cedimos luego a diluirlos con agua o solución fisiológica, alcan ­
zando asi a inocular hasta 0,5 ml en c/u de los 3 tubos utilizados
en cada filtración.

be nuestras experiencias se deduce que las leptospiras no

atraviesan estas membranas. o al menos. que no pueden emplearse

para nuestros fines. como se v6 en el Cuadro Ngl2
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Óuadro N9 12

Cepa Material a filtrar Filtro Observaciones de los
tubos hasta 1 mes

B 6 sm diluir. Hay vc Estéril
espiroquetas

VM II

J.H 2 Diluido 1:5 VC "

Contaminado VM L "
7 H 1 Puro VC "

Diluido 1:10' VM n

h H l Puro VC "

diluido 1:10 VM "

Djasiman Puro VC "
diluido 1:10 VM "

Salada Puro VC "
diluido 1:10 VM "

C 6 Puro vc II
diluido 1:10 VM " "

Rosetti 3 Puro, muy rico VC "
diluido 1:20 VM "

5 S 1 Puro. muy rico VC "

diluido 1:20 VM .‘_ "
6 H 2 Contamime vc "

diluido 1:20 VM "

Purificaciónugediante sulfanilamida

Durante el estudio comparativo de los tipos de membranasHA.

PHy GS fueron obtenidos numerosos cultivos contaminados; además,

se tenian cepas aisladas anteriormente, algunas de las cuales sólo
habian podido ser parcialmente notificadas mediante filtraciones.
Hemosintentado purificar éstas, y los cultivos obtenidos contami­

nados de las primeras doce muestras del estudio comparativo mencio­

nado, correspondientes a las membranas PHy GS.

Las contaminantes más frecuentemente observados. como se vé en

el cuadro NQ10 , son espiroquetas, de espiras muchomás abiertas
y profundas que en las leptospiras. y que no hemosvisto desarrollar
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Cuadro NQ 13

Capa Estado Acción de Control Cepa Estado Acción de Control
t i S lf ni en Tio- anterior 1a SulfanL; en Tio­

an er or laamÏdaa l glicolg amida glicolg' to to .

1H2 L - Estéril BHl IS purificado estéril
IH3 LS purificado " 8H2 LS " "
2-12 L .. H Lg n II
2H3 L_ _ " 881 L - "
3H1 LSC purificada " 882 LS purificado "
3H2 LSC " " 883 IS (purificada en "
3H3 LSC " " « (2 pasajes
3Hk LSC " " 88h LS purificado "
381 L - " 9Hl LSC " "
382 LS purificado " 9H2 LSC " "

IS II H LS II Il
381+ L - " 9Sl L - "
MHl LS purificado " 982 LS purificado "
“HQ IS (purificado en " 953 Is II n

.hH LS (2 pañajes lOHl Is. ¡n u3 n I! ll
"S2 L ' 1081 LS " "
l+83 Ls purificado " n
5‘Hl L .. n 11H]. IS "
m2 L n II IS H II
5H3 L _ u 111.13 LS n u

581 L un u J.th LS " "
5,82 L _ H 1131 IS n u
533 L _ n 11.52 IS " "
6H1 LS (purificado en " 1133 LSC " "

(2 pasajes lists IS inhibición del ­
6H2 LS " " . desarrollo
6H3 LS " " 12sh L - estéril
682 LS purificado " 1257 L - H
683 LS " " 1258 L _ n _I
7H1 Ls " " B5 LS no purifica "(If
7112 IS n Il B6 LS n n H
7H3 IS u n IS n u "(XI
781 L - " Dulce 1 LS purificado "
752 LS purificado " ¡julce 2 LS n u
783 LS u n Tapalquén 3 LS " "

Tapalquén h LS " "
m .——

(x) Se obserVan las espiroquetas en el medio de Korthof sin
sulfanilamida (próximorepique).

en los controles efectuados con agar de Zuelzer.modificado por Ko­

lochine-Erber. en el que el verde brillante del mediooriginal está
reemplazado por sulfanilamida. Ello nos indujo a pensar que estas

espiroquetas filtrables podian ser inhibidas por la sulfanilamida.
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la cual no actúa según Stavitsky (166) sobre las leptospiras sa­
prófitas y patógenas en una concentración de h g por litro de me­
dio de Vervoort modificado.

También.Eervaha logrado ciertos éxitos con el empleo de dis­

tintas sulfas (citado por (172)).
A fin de identificar más simplemente cada cultivo, hemos de­

signado con el primer número a 1a muestra de origen; Luego con la

letra S a los que fueron obtenidos por filtración con GS, y con.la

letra H a lOs que lo fueron con membranaPH; para terminar. un nú­

mero final indica el númerode orden del tubo inoculado con el fi;

trado. Así. "483"significa el cultivo proveniente del tercer tu­
bo inoculado con filtrado por GS de la muestra de agua NQh.

Los resultados de estas purificaciones se hallan en el cua ­

dro N913 . Se incluyen también controles de esterilidad de cepas

no purificadas por haberse aislado ya en estado de pureza.
La ausencia de contaminantes fué verificada inoculando una

gota del cultivo en medio de tioglicolato. y mediante observacio­
nes al microscopio de fondo oscuro del prOpio cultivo. Hemosvis­

to que en tres oportunidades en que la sulfanilamida no eliminó

las espiroquetas contaminantes. éstas no desarrollaron en el tio­
glicolato. aunque fueron fácilmente observadas en el medio de Korg
hof.

En algunos casos fué necesario efectuar dos pasajes por medio

con sulfanilamida, antes de 10grar purificar la cepa.l observando

en otros una inhibición parcial del desarrollo de las leptospiras,
que no llegaban a crecer abundantemente, haciéndolo en cambio en

repiques posteriores en medio sin sulfanilamida. En un caso la
inhibición fué total.



10k

Pruebas de diferenciación de leptOSpiras sapróritas y patgggngg

A medida que fueron obteniéndose las cepas purificadas.

se las fué sometiendo. comoprimera orientación, a las pruebas de

diferenciación. Se comenzócon las propuestas por Mailloux y Ko­

lochine-Erber por una parte. y por Babudieri y Zardi por otra.
aplicándolas a 9 cepas aisladas por nosotros y los correspondien­

tes controles de cepas patógenas y biflexas conocidas.

Comose aprecia en el Cuadro NQ1h , en el que se repre­

sentan los resultados obtenidos. el comportamientode nuestras ce­

pas en tales ensayos ha sido dudoso: debemosaclarar que en todas

ellas hemos observado que casi todos los microorganismos carecian

de movilidad en esos medios. y parecian muertos. mientras que el

control de la cepa biflexa exhibia un númerogrande de leptospiras
activamente móviles.

Tales resultados. y la mayor complejidad y duración de

estos ensayos nos decidieron a no emplearlos para las demás cepas

aisladas. utilizando en cambio el método de Füzi y Csóka del SOhCu
para todas las cepas puras conservadas. Esta prueba es de reali­

zación más fácil y rápida. pero. sin embargo, hemos tenido 13 ce­

pas cuyo comportamiento ha sido dudoso (desarrollo en 1:100.000 y
no en l:h0_000) y otras 5 que no desarrollaron en esas diluciones

aún en repetidos intentos, comoocurre con las cepas patógenas.
. Los resultados obtenidos en las correspondientes obser­

vaciones microscópicas del desarrollo se resumen en el Cuadro N913

bebemos hacer notar que algunas de estas cepas de com ­

portamiento análogo a las patógenas han sido y continuaran siendo

estudiadas por el Equipode Leptospirosis de este Instituto. apli­
cando otras pruebas diferenciales en estudio. basadas en la inhi­

bición del desarrollo por acción de colorantes.(152)
Podria intervenir en esta facilidad en la inhibición.

el hecho de que estas cepas solían crecer con dificultad cuando
fueron estudiadas. poco después de haberlas aislado.
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Cuadro N9 11+

Pruebas de Mailloux_y'Kolochine-Erber Ayde Babudieri y Za-4­

Copas
Waz M20010 Sala, A1 A2B1 B2 B3 c'2 ¿6Día Medio“¿11"..:,...

|

3Q

hfu.¡4.3

0000mmmm.40012.401322L.hn.32
.u..u.h..u.1L223.13.4¡4.4.4.42.4.4.4

AB

g5Q1..

kh.kh..457Q

¡4.4122L.«4h.53

39

.L.L. .HL.21225.:)2133

8811lo112111..¡4.422.45

87136521¡“.51012uh...7Q

7722.10

lo00110011..3Q

1100000011.01r.12

5Q3Q

79

(sigue). .
A - medio de Korthof modificado por Babudieri y Zardi

B - medio de Stuart modificado por Mailloux y K010ch1ne9Erber

Los númerosrepresentan 1a riqueza relativa de los cultivos.
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duadro N9 In (cont.)
C e‘p a s

B1 32 B3 ¿2 66 c1o Sala­ Al A2 Waz M20MedioRep; bie da. 1¿ls
n

rn:

3Q

59l; 9

7Q
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Cuadro NQ15
Desarrollo de Leptospiras en el medio de Kbrthof­ Füzi-Csóka

Dilueión del sonda
1:ho.ooo 1:200.00013100.0001:30.000Capa

ddQ
PPPPPPPPPPPPPPPNPPPPPPPP?P5.

PP

PPPPPPP

P59d

dd

Q

PPPPPPPPPPPPPPPNPPPPPPPPPPPPPPPP7PPWNPPNPNPPPPPPPNPPPPPPPPP

PP

ddddddddO.O.90.0.o.QO.

PPPPPPPPPPPPPPPNPNPPPPPP5PP5N55P7NPNNPNNPNPPP5NNNNN7P5PPPPP

PPPPPPPP
.ddddPPPNPPPPPPPPPPPNN9a9

5NNW7NNNNNNNNNNNN?
PPPP

23hn36mméalguuwww

0dwmmfifl112323123h123H12323123123123231231231212123123h567891mnnmmwmMHHHHHHHHSSSSHHHSSHHHSSSHHHSSHHHSSSHH
AABBBCCCCCCCCCCSDDRRTTT112233333333hhhhh5555556666677777788
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Cuadro NQ15 (cont_)
Dilución del smtc'u

Copa 1:30,000 l:ü0,000 1:100,000 1:200.000

8 H 3 P P
8 S l P 59 d P
8 S 2 P P
8 S " P 59 d Pasi P79d p
9 H 1 N P 79
9 H 2 P P
9 H 3 P P
9 S 1 P P
9 S 2 P 59 d P
9 S 3 P P

10 H l P P
10 H 3 P 5° d P
10 S 1 P 7Q d P
11.H 1 N P
11 H 2 P P

11 H a P 7Q d P11 H N P
11 S 1 P P
ll S 2 N P

11 S a P P12 S P P

12 S g P P12 S P P

Ó o n t r o 1 e

Autumnalis (AB) E NAkiyami A

Pyrogenes
Salinem N N N P

L.1.h¡AB
M20 N N N P 59 d

33:33: N N N P7°d
WE Gent P P

Wa Z P 59 d P P

Wa Leidan N P 79 d P

Patoc 1 P 79 d P P P

P - Desarrollo

P 5° d- 1d. al 59 dia

N - Nbhay desarrollo.
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Estudio suerológico

Fueron examinadaslas relaciones suerológicas existentes entre

25 cepas aisladas por nosotros (con 15 de las cuales hemos prepara­

do también los sueros hiperinmunes). y las colecciones de sueros y

de cepas biflexas y patógenas según los métodos que hemos descripto.
Un serio obstáculo hallado desde un principio en la ejecución

de las pruebas fue ocasionado por el hecho de que algunas cepas mqg

traban una fuerte tendencia a authglutinarse. fenómenoobservado
en los tubos testigo y también en el portaobjetos al realizar las
lecturas. Esta situación no variaba empleandocomodiluyentes solu­

ciones buffer de pHcomprendidos entre h.60 y 8,80, con intervalos

de 0,20 unidades. l
Por el contrario. utilizando antígenos formolados al 5 %o,una

vez eliminadas por centrifugación las aglutinaciones preexistentes.
éstas no se reproducian mas. Mediante los antígenos muertos pudi­

mos asi realizar determinaciones preliminares. comprobandoen Va ­

rios casos que cepas aisladas de una mismamuestra de agua eran an­

tigénicamente distintas. Cuandolas cepas pudieron emplearse para

la preparación de antígenos vivos satisfactorios. luego de una lar­
ga serie de repiques, estos resultados fueron confirmados.

Por eso. hemosdeseado averiguar, dentro de nuestras posibili­
dades. no sólo qué relaciones existen entre leptospiras de diversas

procedencias. sino también con cuánta frecuencia las cepas obteni­
das de distintas porciones del filtrado de una mismamuestra de

agua se comportan suerológicamente de mododiferente. sea frente a
sus sueros o a los de otras cepas. y viceversa. lo que nos daría

una idea sobre las variedades que pueden coexistir en una muestra.

Asi. hemos incluído en este estudio las cepas A l y A 2; C 6 y>c 10;
B l. B 2 y B 3; Rosetti 6 y 3; h S 3. h H 1 y h H 2; É H 2 y

5 S 1; 6 S 2 y 6 H 2; 3 H 2 y 3 S 2; Tapalquén 2, 3 y h; además

de Salada. Dulce 2. 7 H l y 9 H l.

La elección de estos grupos de cepas fué hecha de tal modoque

quedasen comprendidas también aquellas que frente a las sales de
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cobre. en las pruebes de Füzi y Ósóks. se habían comportado como

patógenas. asi comovarias de las que no desarrollaron en dilucio­

nes 1:h0.000. pero lo hicieron en 12100.000.

E1 resultado de las pruebas de microaglutinación cruzada pue­

de observarse en los cuadros NQ 16 a NQhl .
En el cuadro NQha se exponen en conjunto todas las relacio­

nes suerOIÓgicas halladas entre nuestras cepas. asi comoentre
ellas y las cepas biflexas de la coleccion de este Instituto, exp
presadns en porcentaje del titulo homólogo (T) de cada suero en

las pruebas de microaglutinación. Excluimos de este último cuadro
los resultados obtenidos en las reacciones realizadas frente a los

sueros y cepas patógonas, pues han sido casi siempre negativos, y

en cambiose incluyen las relaciones halladas entre las cepas Bue­

nos Aires y Buenos Aires 2, y entre semaranga R S 173. Sao Paulo

y Patoc 1. puesto que están vinculadas con algunas de nuestras ce­

paso
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CUAino N916

Titulos de los sueros hiperinmnnes empleados

Cena

bataviae Smart ._...a .... . . . . . . . . . . . .¿......
icterohaemorragiae ABM20 . . . . . . . ... . . . . ... . . . . . ..
javanica Veldrat, Batavia #6 ....... . . . . . . . . . . . ..canicolaHondUtrecht IV .¡ . . . . ............¿.¡..¡
ballumMus127..........¿ . . . . . . . ................
pyrogenesSalinem._.. .... .-.....a.oaooa...»n.a
cynopteri 35220 hinata-Ó - ou- uu oa - c - - a .IOÓÓUDÜObÓ.sentot sontot.....¡...-a-eo-uónüunúoúbaúaaOüáúba.
autumnalis AB Akiyami A ¡Laaida-douE-ÓOUOOÚOÓUÓOO
djasiman DJaSiDÜn¿gano-cia...-..adno--aaonu-o--t
australis Ballico ......¿ . a. u. . a. uaa-uvoüodu---dd
pomonaPomona. . . . .........¿... . . . . . . .............
grippotydhosa MeskvaV lino-naa--uoo6aa0060htboúlhebdomadisHebdomadis........¿ . . . . ..............
hYOSMitis Johnson .qq.uónóbó.-oauneuadóonúonabol
celledoni Celledoni . i . . . . . . . . . . . . . . . . . . ......¡.Rachmat(AutumnalisA5
Moores . . . . _. . . . . . . . . . . ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . .....
Bankinang I .ua.¡...u.¿s..o . . na. u-bih-uuúáúOOU-Ói

andaman A C.H. 11 .._ .nOdúúiuc-úú500-vuao-Oóúúuúü
semaranga Rat Semarang 173 sao-aú.óúiuaoa.-có-aó
Ranchos . ¡... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .......
Buenos Aires . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .... ....
Buenos Aires 2 .,,._.¿. . , , . _. . _. _. ,.. . . . _. _. . ...Patoc1 .... . . . . . . .. . ..........-..;..... .. . . . . ...
sao Paulo .0 . . -ucy.ao amoo-06.... uóóüuolahC-i-óaWaGent..... Í
Wa Z
wa Leiden o U a 6.. .I b a oa c o 4-..... ova n a quuuu-O
A 1 o . . g . . . g . . . g . . - c a . a - v u o - a u n - . a u .nJÓu

A2 a o a - í v UI C a 4 I a o u - u Gy o Uv-Q..-.-. U. GUI... v I OI Int.
C 6 - . - - . . o-a¡.4¡ . o. ..a . a. . ug. . . oa..a ..-....
C 10 . . . . aoouqoa ¡ú . . oocuu-o- ad.6u.óú----Oh-ú-.al
salada 66.0..loog a ....u.¡..o ouuauonnv- I Midi-ú
B 1 d...<.bú u- - —- u- - nooo-ucc-Ib-nuiddlóboú060-uúü
B 2 ú... utOi-- n A- cu...0n-bb oo. - ecua.uaooú—..-bü
Rosetti é .--¡ n. . . n. a . - - n. - . . c -gúo-ua-o-uOUGOAOOÚ
Tapalquén ¡.a..-.—...oo¡oo . . . avai-OIOCÚDÚÓOvOOO
Tapalquéna ..a.....a....eoo..uúoa-uua..¡aoaoúoo¡
Dulce 2 ¡bligot-a-ocu.-.0--Oo---vcc-oú---úOÚUÓÓOÓ
h S 3 ¡nó-aunar.¿uiaó-unO-oai-óu--ú.o-odaóobcdúoú

¡0600.-5...o.....ob-¿oaaa-cangn.paa‘aooádún
¡tión-v-aó-onbo.annuaóu¡Codo-cdúocúüuvflldiú

uaamn Noam ranam ÓÓÓÚun-oidi¡nati-JÚÚÓÓÓOÚÜOOÓOÓUnofile-flÓO.

71/10.ooo
- 1 .

1/6.ooo
1/70 ¡ooo

7 1/10.oo.o

1/20.000
1/30.000

1/3.000
173.000
1/1o.ooo
1/15.ooo

1/7.000



Capa A l/Sueros

bataviae a.....oa-ob¿
ieterohaemorragiae ..
javanica . . . . . . . . «.05
canicola .. . . . . . . . --aÓ.‘...Ó.IO.I..
pYrOgeneSaoaaaae..atcynopteri5..........sentot ......
autumnalis..........
djasiman...-......aú
australia .
pomona T. . _. . . . . .....
grippotyphosa ..
hébdomadis
h Java-6.64yos . . . . . ..
celledoni . . _. . . . . . ..

¡noc-6...6
.i-uid

..Ól.—ú...

andaman A 0-.
semaranga .
Ranchos .
BuenosAiresr..-.....
Buenos Aires 2 ...
Patoc 1 ..­
Sao Paulo ..
Wa Gent
wa Z g-doo-n-u-ate-úú
WaLeiden ¡...-.cd-J.
A 1
A 2 úuuac...-a-OquOo

¡6...14u

c v o a o 4 u

«U..­

TapalquénÉ ;:::::::;apalquen ¿e . . . . ...
Dulce 2 . _. . . . . . . . ...

duddbv-J-UI

c U A D R o

OOOOOOOOOOOQQOOO

¡.s
“0000000000

OOOOOOOOOHOOOO

.000 ..-..

O O
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Ng 17

...».Oucbl..áona.y.g...06
¡...-únuoo-uvnó-Oacidduúófi
iohnboo-uuaauu.uaüiooa-OO
¡vocal-aca.—-udoaúddbd-J.
--.-vent-ÓOÓOOOáuuoóa-OOÓ
¡QUI-‘Útlúüd-l-IQIOÓÚ....
l--oc - aIupisa-o-dáóbnldlú

' n —. ¡ .. a 4 - n ono-Oui-OÓ.
.dd-uócvvvacia-inavhccod.
¡od-no-a-u-o- ...-..u....ao
a..-.¡cóoú-Oa-uoúaualuuio
¡iO-td-vó-daibóuu-UCQIÓ..
¿unió-D..--oÓÜdÓÚÓód--buú­
¿o . . . . . . . . . . . . . . . . a . u u ..O
....6. b - - w- c oov - a cúÉOiüc.
u oQOn-otan-ucoacc. ---ü

U - G I I a I d q i v v a h - U A b - I U '­

Oo. - o- aoóú-óil'U-uic-d-—t.
. . . . . . .. . . . . -- ......61.
ÓnÜÓIddn¡Oi-«Ibciai-OÓ..Ú
.-.;...-Ao-oi-Ocú6056.aloo

«60.666--—0...-... .­
tw.-I66-Jo-I--bn-qoúifió-Q
ÓÚ-ÚOuúnu . . uund-Cánaincüó
a .- t huc a a - - COI-U..U"'-Ü".
búoo« ...-buoó-¡a-¡aút-uu­

O.-ubaóbuüdbúúoodbvlloúo.
ÓvúÚO-du u . . 4 - . o n - . . no
úo-O-ynÓ-unuouhOÚ-coótcod
...-u¡occ-ú-unucúoaucbúnv.
...-o-UO-¡h-vúú-úóo-Oúod

GD-..‘.ÓÓÓI....OGÚÓÚÜ‘...
¡...-6.. u. —o—u-¡oóouodtá
cua.-.-...c-dvthOJCq-uódl
d u o - 4 . a w- I . a ...-¡toivuudd‘Óa--.¡.--.a--.¿...o...-.ua
a - —- o u - . . . . - a usd a - u a eau-Ia
' C 4 i I I d I ü I I I - —d I C C I U - i 4 .­

d . u . u . . . . u . .. - u o g ...ÜI- U­
JAU4«----—---4U¿ a vno- 4oa.

H

OOOOOU’IOQOOOOQOHOOO

-- Idn'.oncdlv-.dl:

OOOOOOOOOOOQOQOO

OOOOOOO

5.660

O

Suero A l/Cepas

..ododó
¡unúdbi
Ctddóln
’di-OÓO
666401.6
.óóóüoo
Osa-aód
¡dv-ú...
Caño-al.
Cia...­
Ouúoaaa
¿dc-'60.
16-0606

-O--J
tg.

tenue-á
Hifi-¡oa
¡und-¡ü
¡uno-od.íúú...
ion-naa)
ban-040
.c-vuuó

int-606
.-. --0
u----OÓ
«..--....



CUADRO

Capa A 2/Sueros

¡.5o-cAbo---OO
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bataviae .u.... .4-.i..000ú
icterOhacmorragiaO........
Javanica¡tooo-aaa..-.-...ocanicola..... .....
balluno--a-.....a.-.¡..--d
pyrogenes4.......q.¿-uua.­
cynopterisentot
autumnalis............-...djasiman .......
australis .. . . . . . . . .......'
pomona 0.-..4.ú uu. a- . ¡co-n­grippotvnhosa
hebdomadis,...____...__..,
h ona - cu'ubo-oquEcaúoYOS ..
cellOdoni ¡...-o.-vaúsmoo.0
andamanA.-........ .....­
semflranga no-ohnOt-oubv--.h
RaDChCSauna....a...--o---o
Buenos Aires búho-u-uuiú..
BuenosAires ....¡¿.....¿
PQÏOC1 a...o-.o¡.a.-.aa-.o
Sao Paulo
wa Gent
WaZ ..-..¡ . . . . ..
WaLeiden ......
A 1 «caobaaubúnooo-acócuuoá

Q

bo.....co.aa-.uáo
¡ódliwsudtb- din-qó

-Ü-d.
bóoicvnovó

A 2 OUCÚOGÓUOÓÓOÓOUOGÓJCIÓO

C 10
Salada .¡OÓOOCOCOnbonUÓI-U.

o..u0.6.qol.06ü.ivócuoo
vOGCOCOOOO-QOOúo-iO-a.

1 «¡OOÓOÓOOOÓUÓÓÓICÓÓOÓGoBa.“
Rosettié .UÓOCOOOIOCCÓLCU.Tapalqu n '
Tapalquéna .o....--ooo.u-o
Dulce2 .....oo-o-¡-.o.a.oo

S3
h 2¿Ea
9 H 1

o¿.0..Od-Olod.U.bú-O
6ÚQOÓOÓÓQOCÓÓOC

una. u. . a. ..ó.oO.-..-O
60.1....a-couooi..cq
..-6.J.66--O..¡.-cúoó
Obblcnn-Ou 0.ocoooú.¿l

Suero 6

¡G.qu-i ÓÜÓ.‘Ó...Ó...‘
Góóoouúúúb-OÓQIOOÚOOQ-u
¡oOOOÓÚÓGD-ocAOÓó-ÓUOoO
¡naci-úú-óod-nodbdóado.
..n-oÓbO--Obpúúv..ü¿vn0
oa-uoa-¡tüu-uooauOúO-üó
cd-uit u . . uu4- y... ÓO-Óú
¿d-oü. —@-- .úoondoao-O

¡00.000.coca-.ú-u-cbd-n
..u..oc-66v . . 1 o 4 4 ..

OCDOCDOCDOCDOCDC

«¡006000006.
¡und-¡.Ó-u anclaaoúódú
.o-uctcnov-O-blaúbO-fiob".A.Ú-..--O"' 4do....
l.ui‘ú..0-ÜOUOI.0.0ÓOOQ
Int... OcquOC-OÓÚOOOOÓ

inúfióu-úoaútáoooaOOOOOQ
.naoOúÓÓCQÚOOÓOÓOUOOÓO.
Ov-noubc66.-...06060iú

.-AA‘o-dú-Oióo.00066-o
¡Quail-¿Ocooo-t-úlüllo.
¡coca-a.--cuso.--odooai
o-úqÚÓOCOOUOO-u0-úanúú.
OOOÓOOÚÚÓOOOÜOOOUÓÓÓCÓ.
cadete-ao-auo.04600nood
OOO-OÜÚJOOOOOOOOOOOOOO‘
¡OÓOÚúÓOOU-ÓÓOOO-OÓOOO.

“<3C)O<DCJO<DC>O<DC>OC)O<DC)O

bl 500 bacoounboooúoaóootto.
6.4....¡00006‘06‘0‘006‘
.óndúd00604doodoúOóldoo
vótOÓG-úúoddiOOO-OOOOQO
boa-0...0d0ú040io-oaoco
fiodcúüúóhddúdÓOÓGOOOOOÓ

OC)O<DC)O .OhOÓÓ.0-OOÓÓCÓOOOODOOÚ
knOeh ¡«Ou-uólOAOOOOOJÓocJO

«Oo-uue-Oeüdcno-aa—6...
(DO oca-4.-.J.-ou050000oouo

-.-6-0006-Ooo.ü6000660 .

330.060 cacao-00000....4.¡álóúcl.-.Úl.li6.údón

O-OOOÓ-OÓO-d-bO-OCIÓÓOQ

S 2/Copas

OCDOCDOCDOCDOCDOCDOCDOCDOOC)OCDOC>OC)OC)OC)OCDOCD

1:100
1:;000
1:500

0
0

1:50.000
0
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CUADRO“ N931

Capa 9 H ZL/Sueros Suero 9 H 1/Óepas

bataviae . . . . . . . . . . . .
icterohaemorragtae. . .

u-‘oO-ú-Oo-Oavi-ouoo
¡nu-Q-n-OÓOOÓÓOÜÁIOÓjavanica.........'...

caniCOIQ .Oúobvtbnulu
ballum aca..-o----bn0
pyrogenüs44.....aaa­
cynopteri oúóqúo-üódu
SentOt 00.096....c-a.
autumnalis a.o¿o.sooa
djasimana.....ao-aaa
australis ¡oooo.-.AAD
pomona4.onsúaa...u¡u
grippo'typhosa 4.5.5..hebdomadis..........
hyos .Oúúiivbüuauucuccelledoni..-....-..¿
andamanAH....-.....
semaranga .—.¡.a..-úo
RanChOS¡.uacdá....ao
BuenosAires ._......
Buenos Aires 2 ¡estao
Patoc 1 .‘ad-oo.osooaSaoPaulo...........
WaGent............¿
Wa Z o. . . . . . . . . . . ...

A1-........ . . . . . .-..A2... ... . .... .....
06 O C... o Uq d oI . 44d..660..-... ­
salada g. . . . .oa..—6.6

l naaa... o. ut ‘06B
B 2 .0-— .v-aa-4..-6.
Rosetti é .A..óad-n.b
Tapalquén a ¿.a..-&-¡Tapalquén Oo..-ú.dd
Dulce 2 00-00... ¿-oá

S3 to OdoOúOOÚU-có
.Ó...UÓ‘...IUIÓ

\OO“H#’

H2
S 2 toni-ollgosncoúH1 India-¡Códbaau‘

Fl

ka ’5 O

NJOCDOCDOBJOCDOCDOCDOCDOCDOCDOCDOn.C>OOCDOCDO-oCDOCDOCDOCDOCDO

bn OCCiOO

ka OOO

.ufic-e-iagqoob-ubn­
OJnOOOOOÓOIÜÚO-uübuc
.ÚUUOÓÚDOOÚOÜÓÚoodbb
óo-dü-aaoc—0—060ú6.o
«¡túiuutouu-ucaa-údu
o...o-.«á.¡aootooooo
unió-¡ooouüI-uaúdolb
caóCUÚOOÓóu-ú-Iáúooü
¡ÚÚÚOOÚÚÜGÓ‘OOOOJÓOÚ
.á¿.OOOOQ.6dcáoOOOOA
iba-OOOCOOOadbuoúÓOO
‘úÜÜUDLÚuÓUÓCÉOÓÓ...
du-uoii-ÓOJ-OOOOOOU.
ChaurIÓOOOOÜD‘JOOb-i.

‘0uuó.á.6...i. 56".
ob.aaa¿4-OOOOOOOOOO.
‘úoúiOÜÓOOOICÓÓOÓOOO..-.-.¿-¿¿60-a06.0dá
¡nod-a.-bdeO-bbáo.a
6.-ÓAOOÓOO-OOGCÓÓÚ6Ó6
h..-Oouubn¡d..«oá0..
6.1 a. a.vb.h.ao-O-oü
.a.nü..--. .UdvuhoO­
1-0.-..-0-OCU-Ú06-JJ.
¡446---3- do-OOCOOúO
b...-n-a-ÓIÓ.ÓI‘U‘..
n...dvu-u-O.vultcáoc
unit-OObQ-COÓÓÓ‘CÓUO
-.——ÜU.ÓÓ-....ÓÓ O.‘
Ib-.—-MOI «oi-AIOCÓÜ
.Oób-v......-O.IIUI

.n...bnob..v060.-.nt

.ÓúÓ-JuáaOOOOOJO-ddfi

.ud...-.aotOoanOoooo
-06-ocdúüúqe-UÓ.....
¡Oca-cánon10üótd1000
óvcu-OÓOOOOJOOAÓOOIQ
006---d6ú00160660000
oo...ooe...¿aoao.aoo 137000

OCDOCDOCDOCDOCDOCDOCDOCJOCDOOCDOCDOCDOCDOCDOCDOCDOCD
ha

SoHo. 00H OC)

OCDC>O
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dUAóno N932

Capa Tapalquén 2/Sueros

g....o--o-OOOO¡
ictezohaemorragae.....
javanica....a...¿-.a..a
canicola gonna-a.acaúodo
ballum g. . . . . . . . . q¡IOOÓÚ....¡.-..Auud.
cynopteri .éeth-uovuncu

No se preparó
el inmunosuero
de esta cepa.

sentOt ¡oo-a q- . . . . . voii.
autumnalis es... . - o- ..da
dJQSiman gc. . . - a...¡.-oo
australis ¡ido-Oóúlúokdd
P0310133anú-‘uúuá . . . . . ...¿
grippotyphosa..........a...a¿-.ob-vó

O-iúou-o-v-ud-hnvúó¡6.-.6ia-dioaá
andamanA sooni.....oaaa
semaranga.o.-...otbiooo
RanChOS tielondoi‘boaAOA
BuenosAires ..o.aaú.acol:1°0°
BuenosAires 2 .........1:1.000
Patoc1 0......¿os-.o.¡a
Sao Paulo g . . c . . . . . ..¡.
Wa Gent o. - - . . . ¡ .¡...o

OCDOO<3C>OCDOCJOcDOCDOCDOCDO

A2 ....................1:100
C 0.4-0-aótóo-acco-t60
C .aooo..‘a . c4- uuoo... oSalada............¡4...1:100
B l ¿tooo-sa oo. - ucoábóú‘lgloo
B2 ha. . . —. -uoa.¡úoa-út o
Rosetti 6 . _. . . . . . . . .... 0
Tapalquéna .. .........1=300'Tapalquén a. . u. . -.0úaol:5üooo
Dulce 2 g. . . . . ..a..tue-dl:loo

S3 h- a a- 0.0606560'0...o..¡...-...o.oa.a0131002
2 ¡ÓObÜu-lydqudnónifil ÓÓOU-údóvoóaúóíolblgloo

\00\n#' moam
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No 33

Cepa Rosetti 3/Sueros

batavliae q_. . . o...¡aono
icterohaemorragiae ...
javanica 0.0..o.....-a.¡coo-toas..le

¡quo-a‘uúuooodo
pyrogenes....¡..¡....
cynopteri 0.06.0660...sentot............ú¡.
autumnalis ... . . . . . ...
djasiman a... . . . . ..cb.‘
auStraliS ..a--.ao‘.t.a

..‘60-ICCÓUIÜÓ‘
grippotyfihosa...-.-.‘hebdomadis...-.-.....
hyos . . . . . .... . . . _. ...celledoni .. .... ..
amamanA o. . - . .....aasemaranga.
Ranchos

No se preparó
el inmunosuero
de esta cepa.

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

BuenosAires .._......
Buenos Aires . _. . .....
Patoc 1 . . . . . . . . . . . ...
Sao Paulo . . . . . . .. ...‘ñla o. .6.... .....
Wa Z . . . . . . _. . . . . . . . .. 0Wa g. . . . . ..ao a o
A l ......a-ó aI auuono. o
A 2 .. . . . . . ......-. 0c 6 ... . .....-..... 0
C .-....aocuund-bc. o
Salada . . . . _. . -....... 12100

l . . . . . . . . . . ....... 12100
B 2 a... ¡aun-ucúcóoeo o¡naaa-nannqu
Tapalquéna ....o.a.oo 1355000Tapalquén a...oo.-o- oDllce . .. . .....o-eo.
1+S 3 60.00.06:...ÓÓCO o

ZH 2 Cana-cauvooaan-O oS 2 .Ócdbdhauúloull. o
9 H 1 . .. . . . . . ..,.... 0



¿UADRo

Cepa

bataviae . . . . . . . ..a
icterohacmorragiaejavanica..........canicola..........
ballum a5.bu..¡o‘.‘uú
pyrogenes.........cynopteri.........sentot............
autunnalis ¿...¿.a.
d1351man¡a.«o.a-hoaustralia.........
pomona5....46..ú-¡
grippotyphosau...
hebdomadis..5.....

.uuqnuó-..otbhyns.celledoni.......a..
andamanA .........
semaranga . . . . .....Ranchos.,...-.....
BuenosAires ......
BuenosAires 2 ....
Pfitoc1 o....¡...oo
SaoPaulo.........
WaGent .aoao-.4.sú

a .uüboóvouunlod
WaLeiden.-.......

bhóúú-ióco-o-uu
0to... y. u- . .ob.
üidcon-d-VÜÓÚUÓ

o a—c-6.-¡...a.o
a ...---5-l--6

wwmoo>> NHHHONH

sob....a.oa..no
u-6.¿.úc--acoióRosetti .......¿.

Tapalquén3 ....¿..
Tapalquén ......aDllce2...g.....oo

S 3 cias-ooo.--oú
5 H 2
6 S 2 .......¡oooúo
9 H 1 .nquíO..AOO

129

B 3/sueros

0005000000000OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOQ

8

N9 3h

Hb se preparó
el inmunosuoro
de esta cepa.
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c U A b R o

Cepa 3 H 2/Sueros

Bataviae ....-.bÓú-sob
icterohaemorragiae u...
Javanica a.¡---.A¡.--p6caniCOla4...6..a..¿...
ballum....... . . . . . ....
pyrogenes..g.......0.o
cynopteri .... . . . . no.“sentot..............a.
autumnalis¡......-uao­
dJaSiman ¡4.au-Oá-dúoób
auStraliS ...-.o-¡úo—uo
pomona .g..',¿. . . . . .;.¡ó.ó
grippotyphosa....e....hebdomadis.....¿.......hyos...-..............celledoni..--.........
andamnfi ¡actuando-dv.
semnranga o. . . . ...-..‘o
RanChOSo...aa.on.¿.-.a
339208 Aires ¡5.4.-¡ulh
Buenos Aires 2 . ,, -..
Patoc1 ... .... ¡CCUCGÓ
Sao Paulo . . . . . . . . . . ..
Wa Gent .. ó. . . . . . . ....s-o----ú-Ou----.o­
WaLeiden.... . . . .
A1.... . . . . . . . . . . . . ...
A2....dovI-c-U-OOCIDÚ
C 6 0...-» aa. - .5....066
C 10 oa. . . 4 - - u ¡nOvÓC6-0
Salada do-úO-4--.Ó--o.a

1 600.4u-ú..o-4óo..-ú
¡iva-innau.-lafi2 . . .

Rosettié 0.o..-0vuooúúo
Tapalquén o. . . a«5-6..
Tapalquén .. . . . . . . . . ...
Dulce 2 _. . . . .¿oaa-euoo

S 3 o---oo¡hcfibo-..O­
n.IÚU-I..Ó.‘.-O-..

mmm-r mmm HNN
..¿.-.a-...¡oébú.

ki

00000000C;OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

N935

No se preparó
el :Lnnnmosuero
dé esta cepa.



C U A D R O N9 36

Cepa 3 S 2/Sueros Nb se preparóel inmunosuero
bataviae .,_,__,__..b¡ do esta cepa.
icturohaemorragiae ...
javanica .¡5.0.66.b¿60
CQni-Cola Oáodóc-ciúóó‘.aas.¡ooqa..iab
pyrogenes ..... . . . . ..nc
cynopteri ...-oabaaao’.
SGITÍSOtadóóóúoíáacñátu
autunnalis .. . . . . . . -¿.
deSiDan g . . . . . ..ona
a‘lStÏ'alis tbc-666.....­
ponona.ú¡._.........
grippotyphosa¿......hebdouadis...........
hyos ... . . . . . . . . .¿-...celledonie.........“

'Di

OOOOOOQOOOOOOOOO

andanan A . . . . . . . . . . .. 0
senarangn......¡..... 0
Ranchos... . ....... 0
Buenos Aires . . . . . . . .. 0
Buenos Aires 2 . ..-.. 0Patoc1 .............. 0
Sao Paulo . ... ....
WaGent .. .. . ..... 0
waZ .... ..¿......_.- 0
Wa Leiden . , __. _. .

j...- ..u auy- und.

HO'S

,A Ü I U t u l o o I o Ü Í ' ‘ I l c

1...60-56 u—ayvnú-cn o
2 . . ____ , _. , _....._. 3100Rosetti6 ...-........

Tapalquén 3 . . . . . . _...
Tapalquánh .¿.....¿­
Dulce 2 o'g‘-.oe.-.-.OQ

Onis-báocrbcódüdb
O...-.-¡--.-ecuuS H 26 S 2 a-..ü-._a--6.t-c

9 H 1 OOOOOOOO



ÓUAÓRO

Cepa 7 H l/Sueros

batavlao.............
icterohaemorragiae ....
¿ATanica..............cauicola............¡.
br'flllum .¿.. . . . . - . . . oie...OOÓ-Úb-o-J.
cyncpteri ....santot........¡.......
3111712333113a.o.Jo--o.-o.¿¡.-......oa.oo
australis

..Ifiiiblá

ÓÓIiÓdáúlúlb.
ÚÓO.G<O.°¡-I.nii

grippotyphosa ..¡ooaoao
heháomadis 46060-666006
hYCSno.n....-.a...-¿....oúouoaqaooh

abüdc--.-Ovv‘
semarang'a a. . . . . ...áoaaa. . ... -.boóóufi.
BuenosAires .....
BuenosAires 2 ...,...‘
Patoc .1.. . . . . .a...¿.-..
Sao Paulo ... . . . . . .¿..
wa Gent .. _. . . .. ......
WaZ .....

-DOÜÓ

..o..- oa. o. .c

é" ILILLLLILL:
Tapalquén
Tapalquén «a. . . . . ...°.-.'.b.---.....

fill.-- -dCCOO-Ibqn.
2.E‘ÜÚOOI04-Utibqa
2 ..­l udóOOó-o‘ntuúüáaOo

..a-dobe-O

undoQIOOú-c-uuo

132

OOOOOOgOOOOOOOOQOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

OO

1:300

­

Nn 37

Nb se preparó
el inmunosuero
de esta cepa.



ó U A b B o

Cepa 7 H l/Sueros

bataviao.............
icterohaemorragiae ....
jai'arica hifi-6.60.0....)cmflufla..n.u.u.u.
ballïm .a.. . H. . . . .....'a.
DLTCgeÏ-les¡cosa-sa-o-¡t
cyncpteri ....sentot................
31112111533113a.o-¿o.....e.5aao.....aóao
a1IStÏaJ-15 bO-úOdúóuúIú.
pomcna tOdO-«o-OÚ-non-uú
grippotyphosa .baooaáao
heháomadis 06.00.6660..
hYCSnooo....-.o....¿.­
calledoni ¡caños-built...

.4lnoúodo

andamanA¡oo‘--..-o-ua
sem-¡range 4.. . . . . .uo'oao
RanChOS a. . . . . .-.-óúuú.
BuenosAires ........ao
BuenosAires 2 ...,-...
Patoc .1.. . . . . .6...¿.--.
Sao Paulo ......
wa Gent .. . . . . ..WaZ ...¿.-..a---:::..c
Wa .6LOIOo-a-6-I

B26... -- I-----...-­Rosettié .............
Tapalquén
Tapalquén «á. . . . . ..¡aD1ch2

ÚÚO- - vOOCIO-Ibo-c
H206ÓÓÓDÓCI-nltfi.-.
S 2 ...
H 1 IÓÓOIÓ'Ü-‘UÓÜÓÓOá

ono-4.00...

¡Ud-¡CÓÚJ-cvl
00‘“:

132

OOOOOgOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

O O

, 0
12300

Nn 37

Nb se preparó
el inmunosuero
de esta cepa.
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Ó‘U A D R o

Cepa 6 H 2/Sueros

bataViae ablaúfiooüóitáo o
icterohaemorragiae .-.. 0javanica.. ..¿;....... 0
canicola ..¿ . . . . ....... 0
ballum .......a . . . . . ..¡ 0
pyrogenes ... . . . . . . .... 0cynopteri.........-_.. 0sentot............ ... 0
autumnalis ..... . ... 0
djasiman....-..... ... 0australis .... ..-.-.. 0
pomona tÜ---6od u. . . . .¿u o
grippotyphosa....-.... 0
hebdomadis . . . . . . . . .... 0
hyosuu... . . . . ....... 0
celledoni ...a--.¡aauo. 0
andamanA ¡aa-.a-¡o-uaalzloo.s...uqdu09.
Ranchos .. . . . . . . . . . ....l=300
Buenos Aires ..oaaa¿n.a
BuenosAires 2 .....a.o1 o..b..-..aondú0
Sao Paulo ¡dódáóuloublo
WaGent ......
WaZ .oqo...cu.a-aaaoau
WaLeiden ¿.-.a¿..a.¿¡o
A loo-ou- --.-'..cúu..aaA2 ...-............. 1:3000
C oa.¿a-....u-«a.a-aa o
C 10 A.a-....a.u--..5;o o4.1.-.0-00‘uúoü-aiBl ..¡..-...
B 2 a h4voog¡inn--.6.0UÓ
Rosetti 6 ¡an-a-.4a..ou
Tapalquén3 ...........
TapalquénM...‘.......
Dulce 2 . . . . . . . . .5... l
h .

.ó-ÓO-úú.

C>OCDC>O<DC>O

cb--o¿_-d

OO O

CDOCDOFJCDOCDOCDO

NQ 38

No se preparó
el inmunosuero
de esta cepa.



C U A D R O N9 39

Cepa 5 S l/Sueros

bataviae ....—--oaoaoaaA
icterohaemorragiae ...a.
javanica aóuaúodaulO-aol
canicola ¡.qáb-vábúaolá.
ballum Odo---á6-4600IOO.
pyrogenes ¿taoóoübdódoao
cynopteri ..b¡.-.6.aa.a.
sentot oa.a.a.-;-.¿..ana
autumnalis a - cue-.a460-O
dJaSiman-o.aavauúancoaataustralis...g..........
Domonaoo...aaa..oaoo.ao
grippotyfihosa.........a
hebdomadis.¿..e...a..a.
hyÚS oo. . . . u. . ..a¿«aauu­ceMBMmi..n.u.;..J
amamanAün-03000-OÓU-ñ
semarangfl O...._.0.0vú0 lghooo
RanChos...s-.üo¿.—oa.al
BuenosAires ..eaaasao.t
BuenosAires 2 ........
Patoc 1 . . . . . . . . . . . .uao 1:
SaoPaulo 6......¡.....1=20.000
wa. .d..aa...- .-úú-u

.¡..a¡audóuuú-uunu­
wa ¡dadao-v-u-uoo
Algún. . aa. -«..uuaaaoaub
A 2 0...0.6I0-0úná-oob-d
06 ¡OO-oo-aaa-._onó-.ó­
C lo .aao.-.-acúOO--uud.
Salada a..-.¡ooaaaa.o¡.o
B 1 Oda-¿0.ua-oan-5.0auo

2 acuda-¡oa-Atotfi Ib-n‘.BRosetti6
TaDGIQUéna .a.....áo.aoTapalqnén............
Dulce2 ..-b.---..eo-auu
lll.S‘3 d..UÚ-‘. U1d a - qy 1-6
SHZÓÓOUCUÓÜ‘UU-G-du- l
6 s 2 u...)0uuúudú0ca.aá
9 Hlnódd-ublld-lóñOlvb.

13h

OC)O<DC)O(DC)O<DC)C>O<DCJC>O

0
0

CDOCDC>O<DC>OCDCDC>OCDCDO<DC>O

1000

000

No se preparó
el inmunosuero
de esta cepa
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c U A D R o Neko

Capa h H 2/Sueros

bataviae ...-...-...... 0 Nose preparó
icterohaemorragiae .... 0 91 inmnn°5ú°r°
Javanica .. . . _. . . . . . . .. 0 de esta cepa
canicola ¿... . . . . . . .... 0
ballum. . . . . . . . . . . ...... 0
pyrogenes . . . . . . . . . .... 0
cynopteri .. . . . . . . . . ... 0
sentot ....a . . . . . . . ..a. 0
autumnalis.. . . . . ...... 0
djasiman . . . . . . . . aa caca o
australia . . . _. . . . _. -.. 0mmma.n-n.u.u.h.0
grippotyphosa.-....... 0
hebdomadis .-.. . . . . . . .. 0
hyos .._._ . , . _ . , __. __. 0
celledoni . . _. . _. . . . _.. 0

andamanA .... - ... 0
semaranga .... . . . . ... 0
Ranchos .. ... . . . . . . .. 0
BuenosAires .......... 0
Buenos Aires 2 . . . . . -.. 0
Patoc 1 . . . . . . . . . . . . . .. 0SaoPaulo............. 0
Wa Gent - . . _. . . . ...... 0
Wa Z .. . . . . . . . . . . . . . ... 0
WaLeiden . . ..... 0
A 1 .. . . . . . . ... . . . . . . .. 0
A2 a..-a- n-o- oaUdIbd o
C6 obuvóuounIOdI ...: o. 0C10.................. 0Salaa ................ 0
B l .... . uuo ouo. uuo-od. o
B ..-. UU-UÓ. ÜUCI ÜII. o
Rosetti .. . . . . . ..¿... 0
Tapalquén3 ...._......1:

l'l'uned-uuuuccgm1ce2 ...--.-. -.oo
h S 3 ......... . . . . . . .. 0
2 H 2 . . . , _ __ , , , ,,“,_, OS 20 uu. . . oa v . - nado-o 09H1...-.-.-Iu.-dóbu
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Cepa h H l/Sueros

Cyan-ouu-ú-uú
icterohaemorragiae ...Javanica.............
can1c013 ¡ot000eco-6conou-OO-Iwculo.ú
pyrogenes............
cynOpteri.¿-. ¡.¡....conte-IdodOII-b
autumnalis .­6......00-UI.
australis............
pomona...............
grippotynhosa....u...
hebdomadis ... . . . . . ...
hyos ..a . . . . . . . . . . -¡.ocelledoni . . . . ........
andamanA ....-.. .
semaranga ._... .. .
Ranchos . . . . . . . . . . . ..
BuenosAires ...... ..
BuenosAires 2 .......
Patoc 1 a..5..5¿...-.o
Sao Paulo . . . . . . . . ..WaGaú..u.n.n.u.
wa Z cuco-Oo-0000005-n
wa Leiden
A1 ¡a .ob - nc uon- - . 1-.
A 2 . . . . . . . . . . . .... L
C6 00-a--uo-bo.o--o-­
C I....I-I-UIUCU.UI
Salada . . . . . . . . ..-..-o
B1. u---un... .-.---n
B . o...2 ... . . . . . . . . ..6 ¡p.UIu-d-ni
Tapalquéna .......... 1:300‘Tapalquen .. . . . . ... 0
Dulce 2 ¡g . . . . . . . . -.co o

g g . . . . . . . _. . ._.... 13100
2 S 2 .-..............1310.000
9 H 1 . . . . . . . . ........ 1:300
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CDCHDC>O°0C>OCDC>O<3C>O<DC>O<DOWDCDOCDC)OCDC>O<DC>O<DCDC

NDb!

Nb se preparó
el inmunosuero
de esta cepa.
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Resultados de los estudios suerológicos realizados

Sobre 1a base de los resultados obtenidos examinaremos

las relaciones antigénicas halladas entre las distintas cepas, de
igual o distinto origen.

Veremos primeramente qué vinculaciones y diferencias hemos

' contrado entre cepas provenientes de una mismamuestra de agua.

Las cepas A1y A2han resultado diferentes, y no están
estrechamente vinculadas con ninguna otra cepa ensayada.

Respecto a las cepas 06 y ClO, las relaciones más notables

en las reacciones de microaglutinación cruzada son las que siguen:
-Sueros­

Cepas 06 ClO Wa Gent

c6 T 20 3.00
010 o ‘3 T o
Wa Gent 1.7 o T

Estas cepas son obviamente diferentes, y hemos tenido opor­

tunidad de confirmarlo mediante las pruebas de adsorción siguien­

tes: -d i l u c i ó na

Suero adsorbido frente 1:10 1:50 13100 1:200
por cepa a Cepa

ClO c6 c6 N N N N
" " C10 P P P P

wa Gent C6 c6 N N N N
" " " Wa Gent P P P N

Las cepas B1. B2 y B3 exhiben las siguientes relaciones :
-Sueros­

Cepas B1 B2

B1 T 33
B2 lOO T

B3 O 0

Estos resultados indican que B3 es independiente, pero en

cambio B1 resulta ser igual a B2, comose deduce de las siguientes
pruebas de adsorción cruzada :
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-D i 1 u e i 6 ny
Suero adsorbido frente '

por cepa a cepa 1:10 1:50 13100 13200

.131 B2 132 N' N N' N
" " Bl N N N N

B2 Bl B1 N N N N
" " B2 N N N N

Con las cepas Rosetti 3 y Rosetti 6 no hemos podido rea­

lizar pruebas de adsorción‘ pero es verosímil suponer que son i­

dénticas o muysimilares :
«S u e r o s­

Óepas Rosetti 6 Tapalquén 3 wa Gent

' Rosetti 3 100 50 ' 5
Rosetti o T 20 50

reaccionando a titulos muybajos o nulo frente a los demás sueros

ensayados.

El grupo #83. hHl y HHQestá relacionado del siguiente
modo :

Óepas #83 682 9Hl

¡+33 T o --o '
um l 20 1+.3
h-H2 o o M3

de lo cual deducimos que kHz y hHl son diferentes de #83 y muy
posiblemente también diferentes entre si.

' Particular interés revisten las relaciones entre las cepas
5H2, 581. Patoc 1. Sao Paulo y semaranga R8173, cue hemos hallado
vinculadas entre si:

-S u e r o s­

Cepas 5Ï-Ï2 Sao Paulo Patoc 1 RSl73

H2 T 10 ao 67
531 160 20 33 133
Sao Paulo 80 T 200 100
Patoc 1 80 3o T 67
R.S. 173 80 10 20 T

Repetidas determinaciones han señalado una mayor agluti­
nabilidad de 581 que de 5H2. pero es muy posible que su composición

antigénica sea la misma. Estas cepas serán estudiadas más a fondo
por este Instituto.

Hemoshallado las siguientes relaciones entre las cepas
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del Arroyo Tapalquén: - ­
- S u e r o s ­

Cepas Tapalguén 3 Tapalquen h 5H2 9H1 Bs.As. Bs.As.2

Tapalquén 2 3 33 2 19* 6.7 3:3. i
Tapalquén j T 3 3 0 14 0 0
Tapalquén r 10 f 10 1.}: 3.3 1.7

y hemos comprobado que Tapalquén 3 difiere de Tapalquén 4 mediante

las siguientes pruebas de adsorción cruzada :

-d i 1 u c i ó n­
Suero Adsorbido Frente '

por cepa _ a sepa H 1:10 1:50 1:100 1:200

Tapalquén 3 Tapalquén h Tapalquen h N N N N
Tapalquén 3 Tapalquen h Tapalquen 3 P P P P

Tapalquén h Tapalquen 3 Tspalquén ' N N N yTapalquén h Tapalquen 3 Tapalquén P P P _

Pbr otra parte. las reacciones de microaglutinación in­
dicarian la vinculación existente entre Tapalquén 2 y h, que pro­
bablemente son idénticas.

Se puede afirmar que 6H2 difiere de 682. pues el suero
de esta última (T z 1:50.000) no aglutina a la primera. la cual.

por otra parte, es aglutinada por el suero anti-A2 , que no reac-'
ciona con la cepa 682:

-Sueros­
Cepas 682 A2

682' T 0
6H2 0 15

Per el contrario, nada podemosasegurar sobre 3H2y 382

puesto que prácticamente no reaccionaron con ningún suero ensayado.
y no hemos podido preparar los sueros correspondientes a estas ce­
Das.

Conviene indicar que se han encontrado algunas relacio ­

nes asimétricas en microaglutinaciones cruzadas entre las cepas es­
tudiadas y los sueros disponibles. A continuación señalamos sola­

mente aquellos valores que muestran tales asimetrías, y otros aún

no mencionadosque representan vinculaciones de consideración, por

tener lugar a porcentajes relativamente altos del titulo homólogo:
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Tapalquén 3 11+ 1' 3.3
Rosetti 6 20 T 50
Rosetti 3 50 100 5'

wa Gent 0 T

ima 1+3

-Suerosw _ _ -Sueros­
Cepas Salada Tapalquén h Cepas Dulce 2 Ranchos

Salada .. T 33 Dulce 2 1' 150
Tapalquénl+ 0 T Ranchos 5 T

Suero Suero
Cepa 682 Cepa A2

1+H1 20 6H2 15 '
632 T A2 T

burante la realización de las primeras pruebas de microagluti­

nación, empleamosen algunos casos. para orientación. antígenos fo;
molados. pues, comose ha expresado. ello permitía con frecuencia

trabajar con cepas que de otro nodo aglutinaban espontáneamente.

Procediendo de tal manera con la cepa "Salada", se observaron repe­

tidamente fenómenosde aglutinación a valores de hasta 10%del tí­

tulo homólogocon el suero anti-Akiyami A (autunnalis AB). Se exa­

minaron por lo tanto posteriormente las relaciones existentes con

los otros suerotipos de ese suerogrupo, hallándose sólo aglutinación

al 5%del titulo homólogodel suero anti-Rachmat (valores finales,
con antígenos vivos).

En cambio, con antigeno fbrnolado. se determinó en numerosas

ocasiones una intensa aglutinación, a valores del 20%aproximada ­

mente del titulo homólogo.con el suero anti-ñjasinan. único en su
suerogrupo en la clasificación en vigor.

Realizada la correspondiente adsorción de anticuerpos. se ob­
tuvo el siguiente resultado :
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-d 1 1 u c i o n e s­
Suero Adsorbido Frente

por cepa a cepa 1:10 1:50 1:100 1:200

pjasiman Salada Salada N N N N
Djasiman Salada Djaaimnn P P P P

Cuandose pudieron realizar las pruebas de microagluti­

nación con antígenos vivos. se pudo comprobar que los porcentajes

de los titulos homólogos eran entonces muchomenores, como se de­

duce de los cuadros correspondientes. ­
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EONómSIoms

l.) Mediante siembra directa de las muestras en medio de Savi­
no y Rennella o aún de Korthof adicionado con 4%0de sulfanilamida,

se ha producido el rápido desarrollo de contaminación y en ningún

caso el de leptcspiras, por lo que se estima necesaria una purifi­

cación previa.
2.) La aplicación para tal fin de las bujías Pasteur-Chamber­

land L3. discos Seitz EKso la "filtración rápida por cobayo" no ha
resultado satisfactoria. debido a la elevada retención de leptospi­
ras que se produce.

3.) Las membranasMillipore HApermitieron obtener leptospiras.

aunque generalmente bastante contaminadas. don las de tipo PHse ob­
tuvieron cultivos poco contaminados o puros, y con las GS, mayor nú­

mero de estos últimos. si bien estas membranastienen una tendencia

mayora la retención de leptospiras.

De este modose ha logrado una técnica de aislamiento sen­

cilla. que ademásha dado resultados positivos más rápidamente y en

mayor número de casos que el medio de Zuelzer para leptospiras sa­

prófitas, no hallándose por otra parte restringida a éstas últimas.
h.) Se ha observado además que la membrana GS es la más conve­

niente para la purificación de cultivos contaminados. lo que consti­
tuye una aplicación práctica importante.

5.) Mediante sulfanilamida. pudieron eliminarse selectivamente

en casi todos los casos ciertas espiroquetas. filtrables aún por GS.

que se hallaban contaminando algunas de las cepas obtenidas. lo que
complementala técnica de aislamiento mencionada.

6.) Las leptospiras parecen ser totalmente retenidas por las
membranas VÓy VM. por lo que no resultan adecuadas.

7.) Se ha demostrado que con frecuencia las cepas obtenidas de

distintas porciones de un mismofiltrado eran antigénicamente dis­
tintas. Esta frecuencia es mayorsi se consideran distintas tam ­

bién aquellas cepas que exhiben diferencias de aglutinabilidad, fe­
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nómenoestudiado ya en leptospiras patógenas por algunos investi­

gadores, pero cuya explicación aún permanece oscura. (202, 203)
Estos aislamientos de cepas distintas revelan la frecuente

coexistencia de variados tipos antigénicos en una mismaagua.

8.) Por otra parte, se han hallado cepas relacionadas suero­

lógicamente con otras de diversos origenes. probándose una vez más

que antígenos que componenel mosaico de las_L.acuicolas pueden
hallarse en cepas de proveniencia incluso muylejana.

SUGERENÓIAS

Sugerimos que el método de aislamiento mediante membranas.

sea ensayado para la obtención de leptospiras de orina por culti­

VO.y de otros materiales contaminados adaptándolo a las necesida­

des de cada casoó

Tambiéncreemos conveniente la prosecución del estudio anti­

génico de algunas cepas examinadas en este trabajo. teniendo pre­

sente los resultados de ciertos autores. (20s)

Luegoserá interesante ensayar para el suerodiagnóstico pre­

liminar de la leptospirosis en diversas eSpecies animales, aquellas
cepas que hemos encontrado vinculadas a 1a semaranga RS 173. Petoc l
y Sao Paulo.­
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NUEVA PROPUESTA DE CLASIFICACION

Cuadro N9 45

SUBQOLQTEDETAX DEIQPDOSPQA‘QELComa m;
CIOHA- DE NOMWNC B T O IQA

LISTA DE SUEROTIPOS Y SUB-SUEROTIPOS DE LEPIOSPIRAS PARASITAS

5331190 Suerotim SEb-SEegotgpg gen; un“)
icterohaemorragiae icterohaemorragiae incompleta (xxx) EGA

icterohaemorragiae icterohaemorragiae M20
icterohaemorragiae mankarso Mankarso

(xx) icterohaemorragiae ndahambtflcuje Ndahambtflmje
naam naam Naam

(xx) naam mogolo Mwogolo
naam dakota Grand River
sarmin San!an
birkini birkini Birkin
birkini smithii Smith
ndambari Ndambari

javanica javanica Veldrat Ba­tavia
pci Poi
concus Cox
sofia 871+
celledoni celledoni Celledoni
celledoni whitcombi Whitcomb

canicola canicola HondUtrecht í.
schueffneri Vleermuis 900
benjamin Benjamin
J’onsis Jones
sumneri Sumner
malaya H6

(xx) kamitunga Kami

En) bafani BafaniJOE)kahendo Kahendo
broomi Patane
hindi ei Bindjei

ba).le ballum hallumensis Mus 127
ballum castellonis Castellon 3

gyrogenes pyrogenes Salinem
23130131 Zamni
abramis Abraham
biggis Biggs
hamptoni Hampton
alezi H8616
robinsoni Robinson

(xx) manilae LT398‘

:ynopteri cynopteri 35'22c
butembo Butamho



autumnalis

14's

Sgegotipg
autumnalis
autumnelis
autumnalis
autumnalis
bangkinangerinaceti-auriti
mooris
sentot
djasiman
djasiman

ághzfiggzgiing
autumnalis
rachmati
fort-hragg
bulgarica

9222.2i22
Akiyami A
Rachmat
Fbrt-Bragg
Nikolaevo

ngkinang 1Erinaceti-aurir'
Moores
Sentot
Djasiman
GurungiMF----------------------—-----------­

pomona

v.-.- " - - - - —- - - - - - .- - - - - - _ _ ­

¿rippotyphosa

hebdomadis

(xx)

(xx)

(xx)

'1

r:e‘maranga

australis
mnenchen
bratislava
fugis

grippotyfihosa

hebdomadis
hebdomadis
kambale
kremastos
worsfoldi
Jules
borincana
kabura
mini
mini
ndni
hardjo
wolffii
medanensis
sejroe
sejroe
saxkoebing
sazkoebing
haemoliticus
haemoliticus

bataviae

atlantae
kisuba

pomonacornelli

hebdomadis
nena

mini
swajizak
georgia

sejroe
balcanica
saxkoehing
nero
haemoliticus
ricardi

Pomona
CB

Ballico .
Muenchen C 90
Jez Bratislava
Fudge- - n -0- - - r
Moskva V

Hebdumadis
Nena
Kambale
Kremastos
Worsfbld

Suajizak
LT 117
Hárdjoprajitno
3705 ­
and HC
M 8h
1627 Burgas
Mus 2h
Nero
Marsh
Richardson

Swart

PaidáanHS 2

Mitis Johnson
BT 79
RP 29
HT 81
Kisuba

LISTA DE SUEROTIPQS DE LEPTOSPIRA BIFLEXA

semaranga
patoc
sao - paulo

Vbldrat 8173
Patoc 1
Sao - Paulo

- D- - L
(x)La primera cepa tipo indicada en cada suerotipo gs cangiaerada com;

cepa tipo de ese suerotipo.
_(xx;01asificación provisionalum . dependiente de trabajos ulteriores”

E1 suerotipo igfiggnlggí se coloca antes deldebido al descu rimien o anterior de su cepa tipo¿gterohaegggragïqgA .
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