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RESUMEN

La obtencidén de cultivos puros de Leptospira a partir de
4guas, se realiza con métodos lsbcrioscs, uo obteniéndose con frg
cturcia los resultades deseados, Estas investigaciones revisten
interés epldewolbglco en el easo de cepas patézenas, mientras
Jque por otro lado el conocimionto de las prcpledades antigénices
de 1las cepas acufcolas y sus wvariedades serd de importancia fun=
damental para su taxopomfa, actialmente sélo en parte definida.

Este trabajo esti ortentado a contritmir al estudio de estos
problemas.

Se comenzé por el esitvdio de métudos de alslamiento, Dado
que no se deseaba auplear para 0llo medios que sdlc permiten el
desarrollo de leptosplras sapréfitas, se utilizé on un comienzo
ol medio de Savino y Rennella modificado, y luego el de Korthof,

Las primeras tentativas fueron realigzadas mediante la "fil -
tracién por cobayo" promiesta por Schiiffner, y siembra de las mueg
tras en medio de Savino y Rennella modifizado, Se concentraron
previamente las leptospiras d¢ las aguas medlante centrifugacién
.diferencial.

Con estos métodos no se obtuvieron en ningin easo cultivos
de leptospirasj los hemocultivos permanecieron en general estéri-
les, y 1a siembra directa produjo siempre sélo intensa contamina-
cién,

En ensayos realizados empleando ecombinaciones de actiwvadores
del desarrollo y factores de crecimiento de leptosplras, se ohser=
76 que clertas sustancias permiticron el desarrollo de una eopa
purae, pero no el cultivo de estos microorganismos a partir del agu,

En vista de estos resultados se recurrié a 1la filtraecién pre-

via de las muestras, a fin de purificarlas antes de efectuar su
Siembra .

Se ensayaron las bujfas Pasteur-dhamherlagd In. 7 luego de 3]
gunos intentos se pudo comprobar, mediante filtraciédn de suspensio

nes dilufdas de leptospiras, que estos elementos no permitfan el



paco de dichos microorganismos, al menos en cantidad sufielente,
Experiencias similares llevadas a cabo con discos Seltz EKg mostry
ron que los f1liros ensayados presentaban el misno inconveniente,

La bisqueda de un elemento fiitrante m4s adecuado se orienté
entonces haecia las meishranas, Macron ensayadas las Millipore ti-
po A, en un soporte "IsopoxV,

En ensayos preliminares, estos flliros dejaron pasar una ean-
t1dad apreciable de loptospiras y permltieron la separacién de é=-
tags de los microorganismos de vna micstra de agua adiclonada con
un cultivo de L, biflexa,

Mediante este sistema se alslarom algunas cepas directamente
en estado de pureza, pero ea otros casos se oylwvieron cultivos de
leptospira intensamente coxtaminados, que =6lo en algunas oportu-
nidades pudicron posteriormonte ser purlilcados mg@iante filtra =
eién por otras membranas de meror tamafio de poro y/o sulfanilamida,
Esta irreproduceibilidad hizo sospachar la exlstoncia de defectos
en el soporte empleado o las membranss HA utilizadas hasta ese mo~-
mento,

Por ello, se realizaron nuevas experiencias, filtrando 18 mmeg
tras de agua de dlversas procodenclas, medlaaito =opiwtes "Swinny",
con una meva partida de mewhranas de tipo HA (045 p £0,02 p),

PH (0,30 p+0,02 p) y GS (0,22 p £0,02 u), sembrando 3 6 4 tubos
con el flltrado de cada mambrana, Adgmés se 1nocularon las muestras
sin filtrar en medio de Korthof con bk %o de sulfanilamida y, como
control, en agar de Zuelzer,

En los tubos sembracos con el filtrado por HA se observ$ en
todos los casos desarrcllo de leptospiras._gunéue intensamente con
taminadas, Con membranas PH tamhién se obtuvieron siempre.cultivbs
de leptospira, con micho menor contaminacién, y se los logrdé puros
en uno o més tubos en 6 de las 17 mrestras ensayadas con estas mag
branas; en los casos restantes, los contaminantes mds frecuentes
eran otras espiroquetas,

don.membranas GS, se obtuvieron leptosplras puras en 13 de es-
tas 18 mmestras, y en otras 2 se gommrobd retencidén de todo micro-

organismo capaz de desarrollar en medio de Korthof; de otras dos
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ec obtuvieron cultivos siempre asociados con espiroquetas, y ade-
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243 con otros microorganismos en la mmestra restante,

La siembra en medlo cor snlfanilamida minca produjo cultivos
Ao Leptosplras y si intense contamioacidn, éon 91 agar de Zue}zer
3o tuvieron 15 cultivcs de leptospiras contaminados, luego de k a
7 semanas de incubacién, micntras que en los 3 restantes mo desa-
»¢ollaron leptnspiras.

Da estos resuliados surge la coavariencia de aplicar esta tée-
nlec para obtencién de leptcspiras de aghnas, con membranas PH si
se desea mayor sengibilidad, purificando luego los cultivos obtemd=-
dos, o con GS, si sc¢ desea tomar en cuenta sélo los cultivos obte~
nidcs puros,

Por su rapidez, simplicidad y eficlencla 3e suglere el ensayo
de esta técnica para alslamiento de ieptospiras de orina y otros
meteriales contaminacdos,

Para la purificacién ds sultivos, se ha hallado que el tipo
GS da los resultados mis satisfactorios,

Ensayos realizados con membranas ve (100 m;.l-'-_&mp) y W™ (50 my *
% mp), indican que éstas retienen las leptospiras,

Se ha logrado la purifizacida de mnerosdos cultivos obtenidos
contaminados, en particular con oiras espiroquetas, empleando sule
fanilamida, econ lo que sé resolvié el problema presentado por es =
%os microorganismos filtrables, )

Sometiendo algunas cepas aisladas simlténeamente a los ensa-
vos de difarenciacién del 80|+Cu de Fiizi y C'séka, Y a los de Mailloux
v Kolochine Erber y de Baludierl y Zardi, se observd &ue con estos
11itinos no se obtenfan resultados my satisfactorios con mmestras
uvepas, por 1o cual se aplicé para los 83 cultivos conservados pu -
r0s la prueba de Fgzi y__éséka. resultando que 13 de ellos eran ine
bibidog a diluciones 1:40,000 y no a 1:100.000, mientras otros 5
ce conportaban de modo anilogo a las cepas patégenns,

Fueron examinadas las relaciones antigénicas existentes antre
25 cepas alsladas, con 15 de las cuales se prepararon tamddén los

1 nminosueros eorrespondiontes, y las colecciones de sueros y cepas
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de %odos los suerogrupos patégenos y de leptospiras biflexas del
cepario de este Instituto,

La seleccién de cepas fué realizada incluyendo aquellas cuyo
desarrollo era mAs féoilmente inhilddo por el SO);.(—?n. tomando ado=
nd3 dos o tres de cada ruestra de agua, con el fin de tener idea
sobre las wvariedades que pusaden coexdstir en una mlema agna,

Se ha demostrado cl atslumiento de cepas diferentes de distin
tes poroloncs del filtrado en € sobre 9 muestres seleeccionadas al
ctecvo,

103 estudios sucervléglens realizados han resultado con fre -
cuancia dificunltosos, a causa del lento desarrollo de las cepas y
sn tendencla a autoaglutinar, _

Han sido halladas cepas de carccterfsticas interesantes ;
muas, pcr sus relaciones con el grnpo Semaranga = Patoe 1 = Sao
tsulo, otras por exhibir esirechas viaculuciones asimétriecas con
la copt belga Wa Gent, y una pcr poseerias con la cepa Ranchos,

Fstas, y otras que han sido fé¢ilmante inhibidas por el
i’-ﬁ;cﬁ. si bien no demestran relaciones antigénicas con las cepas
ratégenas, o 10 hacen a miy bajo Litulo, contimmardn siendo postew
rio™mente estudiadas por este Inaztituto, -

i lhonthacass
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MOTIVO DEL PRESENTE TRABAJO

E)l agua constituye en ciertas condiciones un importan
tfsimo vehfculo, para las Leptospiras, siendo as{ una fuente de
infeccidén de capital importancia.

Aunque en general se acepta que las eepas denominadas
biflexas, que se hallan abundantemente distribuidas en aguas ng
turales, no son patégenas, esta opinién no es compartida por
todos, habiendo hechos que hacen pensar que ésta posicién no |
puede considerarse definitiva.

En mmestro pais aiin son escasos los estudios sobre esg
te tema.

La obtencién de ILeptospiras de agua en cultivo puro
se lleva a cabo con métodos labcriosos y poco seguros, Se des=-
cribe una técnica sensilla, rédpida y m4s eficiente, y se sugie-
re su ensayo para alslar Leptospira en cultivo puro, partiendo
de orina y otros materiales bioléglcos contaminados.,

El estudio de las relaciones suerolégicas entre cepas
acuicolas es siempre de jinterés, pues constituye la base para
su clasificacidén sistemdtica, actualmerte mal definida, Por
ello importa estudiar estas relaciones entre cepas de distin-
tas procedencias, asi como del mismo origen, con el fin de te=
ner ldea sobre las variedades que pueden coexistir en una mis-
ma agua,

Este trabajo estd orientado a contribuir al estudio

de estos problemas,



EL, ORDEN SPIROCHASTALES, Buchanan 1918,

( Jour. Bact. 3, 1918, 542 )

Comprende aquellos microorganismos delgados y flexuosos,de
longitud entre 6 y 500 P+ con forma esplralada, con al menos una
vuelta completa, Algunas formas pueden exhibir un filamento a=
¥ial, una crista lateral u ondulaciones, o estrfas transversa-
les o septas ( segmentaciones, mids f4cilmente visibles en espe-
cimenes tefiidos ).

En general. en la sistematica de los Schizomycetes, se apro-
vechan los elementos morfolégicos, bioquimicos, culturales y suge
roldégicosy por el contrario, los protozoos se clasifican funda-
mentalmente por su morfologf{a, pues poseen estructuras mis com=
rlejas., La mayor parte de las esplroquetas tienen, bajo el mi=
crosconio épkico, estructura m4s bien sencilla; ademds, en gene-
ral su actividad bioquimica es escasa y poco estudiada aiin Mu~
chas de estas espiroquetas son difficiles de cultivar u ofrecen
dificultades téenicas para abordar dichos estudios bioquimicos.
Por ello, la sistematica del Orden Spirochaetales ha sido siem-
pre laboriosa.

Sigulendo a Bergey, (1), no habrfa, fuera de las formacio-
nes mencionadas, un modelo significativo de protoplasma., Las for
mas menores se verian en el microscoplo 6ptico de modo adecuado
sélo mediante iluminacién por fondo oscuro, debido a que posee-
r{an un Indice de refracecidn mis bajo que el de las verdaderas
bacterias. Parece en cambio, por ello mismo, que fuese mis a-
certada la explicacién de este hecho dada por Austoni (2), que
sostiene que la no visibilidad en el microscoplo comin, ( o ma-
la visibilidad por contraste de fases ) se debe, al menos en el
caso de las leptospiras, a la gran sutileza del ouerpo, del or-
den de 0,1 p, lo que lo ubicarfa por debajo del poder resoluti-
vo del microscopio 6ptico comin,

Algunos microorganismos de este orden toman los colorantes

comunes de anilina con dificultad, pero 1la cclnraciéa de Gicrmne
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y las técnicas de impregnacién argéntica dan siempre buen resul-
tado,

En algunas especies halladas en huéspedes vectores, se for=
man grdm:los. Todas las formas son méviles., En las verdaderas
bacterias, esta moviiidad es dehida a la accidén de flagelos que
poseen movimientos de 14tigo, pero en las espiroquetas tales eszw
tructuras no existirfan., Babudieri (3) no obstante halla median
te microscopia electrdénica flagelos en algunas espiroquetas, y
compara sus resultados con los de otros investigadores. Bergey
sostiene que las proyecciones terminales, ya sean derivadas del
filamento axial o del periplasto, pueden ayundar a los movimien=-
tos, ¥y que es posible que 1ia crista posea una funcidén similar,
pero ninguna de estas estructuras podria explicar el violento mo
vimiento de las espiroquetas. Esta movilidad consiste en una r§
pida rotaciébn o giro alrededor del eje longitudinal, que conduce
activamente al microorganismo hacia adelante o atrds, sin polar}i
dad anteroposterior; Ademis las espiroquetas realizan movimien-
tos violentos como 1l4tigo, enroscando y desenroscando sus espi-
rales,

La multiplicacldén serfia por fisién transversal, sin ciclo
sexual conocido, Hay formas de vida libre, sapréfitas y parédsie
tas.

C.M. Wenyon (&) inclufa este Orden entre los Protozoos, pe-
ro aungue adn en 1959 P_H, van Thiel (5) discute el punto, hoy
la mayorfa de los investigadores concuerdan con Breed, Murray
y Hitchens ( en Bergey ) en considerarlo entre las bacterias. Eg
te es un punto importante, pues como se dijo anteriormente, la
diferenciacién zooldgica depende esencialmente de la morfologla,
y por ejemplo entre las Leptospirae no hay diferencias morfolé=-
glcas tales que puedan emplearse para subdividir el género, (Al=-
ston & Broom, (6)) resultando, por consideraciones: prdcticas,
que es necesario disponer de alguna manera de diferenciar grupos
de cepas con propledades distintas,

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



cacién meva de todo el Orden, mucho mds 1légica, en base exclusi

va a observaclones morfolégicas, pero empleando también la micros

copia electrédnica. Para Bergay, el Orden se subdividirfa de la

siguiente manera :

I - Organismos de longlitud entre 30 Ry 500 1, eon estructura

protoplasmitica evidente:

1)

2)

Familia Spirochaetaceae (Swellengrebel,1907)

Sin membrana peripldstica ni estrfas o septas transver-
sales:

Género 1: Splrochaets Especle tipo: Spirochaeta plica-
tilis, Ehrenberg,

Con membrana peripldstica y estrfas o septas transver:za-
les evlidentes:
a) Vida libre en el 1limo marino:

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

b) Pardsitos de moluscos Lamellibranchiata; crista promi.
nente:

Género 3: Cristispira. Especie tipo: Cristispira bal-
bianii (Certes), Gross.

IT - Organismos de longitud entre 4 p y 16 p. Sin estructurz n.o-

toplasmética evidente

1)

2)

Familia Treponematacese ( Robinson,1948 )
Se tilfien facilmente con 1lcs colorantes ordinarios de atd-
1lina:

Género 4: Borrell Fspecle tipo: Borrelia anserina {(Sa-
jarcf) Bergey et al.

Se tifien con difisultad, excepto con Giemsa o impregaa-
cién argéntica:
a) Anaercbios:

Géners 5: Treponcng . Especie tipo: Treponema pallid.aa
(Schaudinn & Hotfmann) Schaudinn,

b) Aercbios ( micrrnaeréfilos )

Género 6: Lentospiza Especie tipo: Leptospira ictero-
hazmerraglae (Incaa e ido) Noguchi.

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

Spirochaetaceae, que scria 1a tnica del Orden Spirochaetales, al
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cual considera tinico también en uns Clase-

Wilson & Miles (8) sblo consideran 4 géneros: Spirochaeta,

Cristispira, Treponemn y Leptosplra.

Babudieri para su propuesta de clasificacién en base a obser-

vaciones morfolégicas por microscopfa electrénica toma en cuenta

la presencia o ausencia de tablques o septas, eje (axostil).“memﬁ

brana ondulante o "erista", flagelos y grdmilos de volutina y sub-

Alvide el orden del siguiente modo :
I.- Hay Septa : Famllia Saprospiraceae,

Saprospira

Cristispira

(x)

: Spirella

Spirochaeta

Leptospira

¢ Treponema

7 gﬁgig}spirg

No hay membrana ondulante: ........ veee.wew.. Género 1:
S1 hay membrana ondulante: _..... v eeeaaaa. voo2:
II.- No hay Septa : Familia Spirochaetaceae
(Hay flagelos .....  .......... . "3
Hday axostil(
(Hay volutina _ .. " :
(No hay flagelos(
( (No hay volutina.. " :
( (Hay flagelos ...... " 6:
(Hay "erista'" (
No hay ( (No hay flagelos ... "
axostil (
(No hay "erista" .. ............. oo "no8

(x) Sujetos a ulterior confirmacién.

¢ Trichospira

Esta clasificacidén se justifica, porque al microscopio elec-

trénico se observan detalles que revelan que la estructura de las

espiroquetas no es tan simple como se crefa anteriormente, y nues

tros conocimientos sobre el tema se enriquecen contfnuamente con

mevos aportes,

El género Leptospira Noguchi 1917

Antecedentes

La enfermedad de Well es una severa dolencia febril, en ge-

neral acompanada por ictericia, nefritis e hipertrofia de bazo e

higado, que lleva el nombre de Adolfo Well, profesor de Heidel-

berg que la reconocié como entidad clfnica separada por el estu-

dio de las caracterfsticas observadas en 4 casos humanos ocurri-
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dos en 1870 y 1882: un quimico, un soldado, un comerciante y un mo
z0, ocupaciones tan dispares que no daban indicio sobre su atiolo-
gla. Esta permanecié desconocida hasta 1915, afio en que Ryokichi
Tnada v Y. Tdo (9) en el Japén alslan espiroquetas de un caso de
enfermedad de Well, reproducen la enfermedad y cultivan el organig
mo causal, que ya en Noviembre de 1914 habian observado en tejidos
de higado de cobayo inoculado con sangre de un paclente, sefialando
que desarrolla mejor a 222 C = 252 C que a 152 C 6 372 C en medio
artificial, y que pueden penctrar a través de la plel abrasilonada
0 aun aparentemente sana., Observan espiroquetas vivas en orina de
los pacientes, hasta 25 dfas después del comlenzo de la enferme-
dad, y demuestran que en el suero de éstos aparecen anticuerpos
gue persisten por afios, Proponen para el organismo hallado el nom
bra de "Spirochaeta lcterohaemorragica jJaponica'jposteriormente lo
sustituyen por "Spirochaeta lctero-haemorraglae Japonica" (10);
icszo en 1916 lo designan "Spirochaeta ictero-haemorragiae" (11) y
1¥ > 2in "Spirochaeta icterohaemorraglae" (12).

En Alemania, dos grupos de investigadores logran por separado,
8 meses después que los japoneses, aislar la espiroqueta, que lla-
man "Spirochaeta icterogenes" Uhlenmmth y Fromme (13, 1%, 15), ¥y
"Spirochaeta nodosa' Hiibener y Reiter (16, 17)

En 1916, I. Martin y A Pettit aislan en Francia la cepa Ver-
cdun de L.icterohaemorraglae.

Los hallazpgos japoneses fueron confirmados en Europa por otros
Investigadores, en soldados infectados en Francia,

Varios afios antes de estos acontecimientos, en 1914, en los
Ec*ados Unidos Wolbach y Binger (18) denominaron "Spirochaeta bi-
flexa" (del latin bi- dos veces y flexus~- curvado) a un microorga-
nismo espiroquético que lograron alslar de un estangque con agua
dulce, en los alrededores de Boston, mediante filtracién con bujias
Berixefeld V. y lo describen perfecta y detalladamente,

M4s tarde, Uhlenhuth y Fromme (1915) y Uhlenhuth y Zuelzer
(1920) (19) también hallan organismos similares a 1lo0s anteriores en
:1 agua, aun potable, de Berlin y otras localidades, y los dénomi-
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nan "Spirochaeta pseudolcéterogenes'. Estos microorganismos, morfo-
16gicamente idénticos a los aislados de casos de Well, fueron re~
lacionados con estos iiltimos.

En afios sucesivos, se hallaron espiroquetas de este tipo en
agnas y fango de las mis diversas procedencias; luego veremos el
interéds que esto despertd en mimerosos investigadores.

En los EE.UU., en 1917, Hideyo Noguchi (20) estudié las cepas
alsladas en Japbn, otras aisladas de ratas de los EE .UU. y las aig
ladas por los ingleses en Flandes, hallando que estos organismos
eran morfologica e inminolégicamente ignales. Por su morfologia,
eran distintos de toda otra espiroqueta conocida, excepto la Spiro
chaeta biflexa descripta por Wolbach y Binger, en medida tal que
justificaba la creacidn de un mmevo género que denominé LEPTOSPIRA,
(del griego leptus- fino, tenmue y spira- espiral), proponiendo su
inslusién en el Orden Spirochaetales junto con los géneros Spiro=-
chaeta, Saprospira, Cristispira. Splronema y Treponema de aquel
tlempo., Aunque en afios posterlores la taxonomia dentro del género
Leptospira ha resultado laboriosa y sufrido modificaciones, el nop
bre genérico Leptospira ha ido afirmindose cada vez més.

En Bergey (1) hallamos la sigulentes descripcién del género:

"Organismos finamente espiralados, que miden entre 6 y 20 mie-
crones de longitud, Las espiras miden 0,3 micrones de profundidad
y Ot a 0,5 micrones de longitud.

En medios liquidos, uno o ambos extremos de la célula se ha-
1lan curvados en formg de gancho semicircular, cada uno de los cua~-
les comprende 1/8 a 1/10 del organismo; tienen movimientos girato-
rios.

%n medios semisélidos, tienen movimientos vermiformes, hacila
adelante o hacia atrds. Ln preparados vivos, las células se obser
van con mayor claridad por microscopfa de campo oscuro, y mmcho me
nos claramente por microscopfa de contraste de fases. No son visi-

les mediante iluminacién ordinaria., Se tifien con dificultad, ex-
cepto con la coloracidén de Giemsa y por impregnacién argéntica. Mg

j.ante microscopia electrdénica puede demostrarse la ' xistencia de
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un filamento axial. Requieren oxfgeno para su desarrollo.

La especie tipo es Leptospira icterohaemorraglae (Inada e Ido)
Noguchi."

Acerca de Leptospira biflexa, expresa gque estas cepas desa =~
rrollan en medlos simples, como el de heces de HINDLE o el de in-
fusién de paja, siendo este un modo para diferenciarlas de las pa=-
rdsitas, que no desarrollan en esos medios. Hace referencia a los
trabajos de Babudieri y Archetti, (1947-1948) quienes hallaron que
estas leptospiras posefan " mmerosas fracciones antigénicas. La
distribucién aparentemente al azar de antigenos iguales o muy simi
lares entre las diferentes cepas, conduce a una amplia variedad de
relaciones sueroldglcas extremadamente complicadas "

Y concluye: " No se han encontrado medios satisfactorios de
diferenciar especies de leptospiras sapréfitas, por lo que se ha
hecho costumbre identificar las leptospiras no patdgenas halladas
en agua estancada o materiales similares, como "Leptospira bifle-

xa'" Noguchi "

Morfologia de las Leptospiras. Estructuea al microscopio elegzpénico

Haremos una resefia de los trabajos mis modernos que aclaran
este punto.

En 1962, N.G. Miller y R.B. Wilson (21) estudian mediante mi-
croscopfa electrénica Leptospiras provenientes de cultivos en medio
de Stuart y de Cox, asf como de tejidos de higado y rifién de ham-
ster infectado experimentalmente, halldndolas my similares o igug
les. Revelan una delgada membrana exterior que envuelve todo el or
ganismo, flexlible a juzgar por sus ondulaciones, de baja densidad
a los electrones; entre esta y la pared protoplasmitica hay un eg
pacio vacio o ocupado por material de muy baja densidad a los e=
lectrones Se aprecia un cilindro protoplasmitico 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 grédnulos my
densos.

En cortes transversales, se ve el fllamento axial, excéntrico,



asociado a la superficie interna de la pared protoplasmatica. En
organismos provenientes de cultivos, se aprecia bifurcacién neta
del fllamento axlal. Es positle que pocea una cons*itucién mitifi
brilar. En los extrcmecs del filamento axial, se ven unas estruci:
ras esféricas, tipo periiia ("knob-lixke").

C.F. Simpson y F H. White (22) observan tambhién un £1lamento
axial, una espira protoplasmidtica hueca y una membrana o vaina
que cubre todo, El filamento axlal y la espira protoplasmética se
rfan para estos autores densos a 1los electrones, sugiriendo compo=-
sicién proteinica. La vaina es m4s clara, de baja densidad a los
electrones; no seria protefnica, y se halla unida por una delgada
membrana exterior que parece protefnica,de densidad elevada a los
electrones.

No se aprecian diferencias de estructurs entre Leptospira ic-
terohaemorraglae, L. canicola y L. autumnalis.

Es notable la ausencia de cllias o flagelos, asf como de es~-
tructura interna visible del cuerpo.

No todas las lentospiras poseen ganchos terminales; Babudieri
y Castelli (23) hallan que la L. celledoni carece de ellos, y Al-
ston y Broom (6) expresa que una cepa de L, benjamin y la cepa

Jackson de L.lcterohaemorraglae poseen extremos rectos,

Nuevos suerotipos de leptospira; la taxonomia

Pocos afios después del descubrimiento de la Leptospira lcterg
haemorraglae, comenzaron a aparecer otros tipos de Leptospiras pa~
ridsitas, agentes etioléglcos de enfermedades del hombre similares
en algunos aspectos a la de Well, pero en general menos severas.

Ido y otros, en 1918 (24) aislan de un paciente de '"Namikayami'
(fiebre de los 7 dfas) una leptospira que no se diferenciaba mor=-
fologicamente de la L.,icterohaemorraglae, pero resultaba distinta
tanto en 1la produccién de lesiones patolégicas en cobayos como en
su comportamiento suerolégico en pruebas de Pfeiffer y de protec~
cidén cruzada. Creyd haber descubierto una meva "especie'" de Lep=-

tospira, que llamé "Spirochaeta hebdomadis'". El portador también
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resulté ser otro: para 1a icterohaemorraglias era el Tattus norre=
gleus, y para la hebdomadis, el Microtus montebelloi,'

En 1925, Koshina, Shilozzwa y Kitavama (25) aislamuna nueva
lep*ospira que 1lamé Akiyani A, (hoy L., autumnalis cepa Alklyam! ..)
causante tamkién de Micbre Ce leoz 7 4%as, hallondo que el portador
era 6l mismo que para la hebdomadis en eza rexién del pals, pero
con dlferente virulencia para el cobayo, e inminoldégicamente dis=
tinta, La distincién entre estos tipos de Leptospira se basaba en
1as lesiones patolégicas producidas en animales de experiencia, los
rcesultados de las pruebas de Pfeiffer y de protecclédn cruzada, los
sintomas en el hombre y datos epidomioléglcos.

Los métodos de diferenciacidn que aplican téenicas '"in vivo"
no son recomendables, porque son influfdos por variables tales co-
mo sexo, edad, raza y factores individuales de resistencia del hues
pel al pardsito., Esto, junto con diferenciass de virulencla entre
cepas de la misma "especle'", y el hecho de que esta se atemia o
cesaparece por pasajes en medio de cultivo, hacen descartar el uso
da estos criterios (patogenicidad, proteccidn activa y pasiva).

Por su parte, el ensayo de Pfeiffer complica sin ventajas la tée~
nica suerolégica, (27)

Respecto a los sintomas, pueden en alguna medida dividirse
las formas clinicas de leptospirosis en severas y benignas, consi-
cGerando si 1a ictericia es o no una caracterfatica prominente, Sin
ersbarge, esto no es suficlentemente constante como para servir para
nropositos taxonbémicos (6). Idéntica objecidn merece la vincula -
ctén tipo de leptospira-portador, asi como otros caracteres epide-
mfolégicos,

Las pruebas suerolégicas, en cambio, suministran una indica =
cién sobre la composicién antigénica de los microorganismos y han
sido desde hace mucho tiempo empleadas como un método de diferen =
ciacién de bacterias. Por ello, podrfan emplearse como base para
la clasiflcaciédn de leptospiras, si estas poseyeran una constitu -
cibén antigénica estable y distintiva.

Aunque en un tiempo ciertos observadores, especlalmente Baer-
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mann y Zuelzer (1927)(26) les negaron tales condiciones, Wolff y
Broom (27) discuten los recultados anormales hallados po: estos y
otros investigadores, entre ellos Savino y Remnella en miestro pais
(28, 29) y 1llegan a la conclusidn dz que dichos resultados no irdl-
can forzosamente un caxmbio en la coxztitucidén antigénica. Por lo
tanto, proponen un sistema de clasificaciédn hasados en los resulta-
dos del anilisis antigénico de loptospiras, furddandose en la expe-
riencia reunida desde hacio 20 afios atrds por Schiffner, Walch=Sorg-
drager, Ruys, Bohlander, Gispen y otros en el laboratorio de Amster
dam.

Esta propuesta, alin de naturaleza tentativa, como se veri, ha
sido aceptada como el mejor criterio actualmente dlsponible por el
Grupo de Estudios sobre Leptosplirosis de la OMS, y por el Subcomi=-
té de Taxonomfa de Leptospira del Comité Internacional de Nomenclg
tura Bacterioldgica. (36)

El andlisis antigénico se lleva a cabo mediante las pruebas
de microaglutinacidén cruzada (Martin y Pettit) empleando suspensio
res vivientes de Leptospiras, y medlante las reacciones cruzadas
de adsorcion de anticuerpos, efectuadas adsorbiendo con suspensio=
nes de leptospiras formoladas. Esta prueba habia sido introducida
en el estudio de las leptospiras por Ruys y Schiiffner en 193L4. Am=
bas técnicas demuestran de modo especifico y dircecto las reaccioncs
ant{geno=anticuerpo, razén por la cual se tiene larga experiencia
sobre su utilidad; se consideran como las pruebas de referencia pag
ra la evaluacién de cualquier otra, y han sido preferidas hasta |
ahora a todas las demds técnicas de suerodiagnéstico aplicadas a
leptospiras (31); muchas de ellas han cafdo ya en completo desuso
por ser poco sensibles, complicadas o no especificas, Otras, podrén
resultar tiles como dlagnéstico preliminar, pero no ofrecen espe-
cificidad de tipo sino de género (2, 6)., Clertas pruebas, como 1la
de fijacién de complemento en camblo, parecen no adolecer de estas
fallas; asf la propuesta por Gaehtgens en 1950 (32) que emplea
suspensiones de Leptosnira como antigeno, o la de York (1952)(33).

Otras, como la de Ezell y otros (34k)emplean el sobrenadante de cul
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tivos de leptosnira centrifugados, que contiene un antigeno solu -
ble especifico en estas pruebas. Posiblemente lo mismo preda de -
cirse de las téenicas para identificacidén de suerotipos por medio
de anticuerpos marcados flucrescentes, (35) pero en cualquler caso
serin necesarios estudios comparativos completos y una mayor expe-
riencia con ellas. Estas técnlcas de fluorescencia simplificarfan
enormemente el procedimiento.

Wolff y Broom, (27) al proponer este sistema de clasificacién,
reconocen que los conocimientos actuales sobre las caracteristicas
de las Leptospira s8on aun bastante deficientes como para no permi
tir tomar una decisién acerca de los criterios con que se hara la
subdivisién definitiva del género. Por eso, no justifican la de-
signacién como "especie'", de un grupo de cepas de la misma consti-
tucidén antigénica, pues el término tiene un sentido definido espe-
clal en todo cbédigo de nomenclatura, y proponen el empleo de un
nombre que indique tanto las bases sobre las cuales se construye
esta clasificacién, como el hecho de que sélo es de naturaleza prgQ
visoria, La eleccldn recae en el término "Suerotipo" = tipo sue-
rologico.

S1 dos cepas, en pruebas de adsorcién cruzadas con sus sueros
hinerinmines, eliminan cada una todos los anticuerpos del suero de
la otra, puede concluirse que poseen los mismos antfgenos. Pero si
quedan, en uno o0 ambos inmunosueros parte de los anticuerpos, hay
qQque adoptar un li{mite para decidir si las cepas pertenecen al mis-
mo o a distintos suerotipos, Volff y Broom, establecen que dos cg
pas pertenecen a suerotipos distintos si después de adsorcién cru-
zada con cantidades adecuadas de antigeno heterdlogo, en gada uno
de los antisueros queda 10 4 6 mas del tftulo homélogo. ElL limite
de 10 % es arbitrario, y algunos lo consideraron excesivo y reco-
mendaron uno menor (36) pero hoy dfa es el criterio aceptado uni-
versalmente,

En la definicidn se expresa " en cada uno de los antisueros ",
y esto se jJustifica plenamente, entre otros, por el hecho observa=-

2o repetldas veces de gue existen ciertas relacicnes cntre cepas
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que hacen gsimétrico el comportamiento d2 ostas frente a sus sueros
hiperinmunes, Borg-Petersen (37) estudiando las cepas de L. icte
rohaemorragiae M 20 y RGA en pruebas de adsoreidén cruzada frente a
sus sueros, hallé que 1a M 20 eliminaba del suero anti-RGA todos
los anticuerpos, pero la RGA no haria variar apreciablemente el ti~
tulo homdélogo del suero anti~l 20, Por ello, dedujo que la M 20
debia poseer otros antigenos ademds de los de la RGA. No habia
evidencia de que la RGA los hubiera perdido durante sus mumerosos
pasajes en medio de cultivo; ademds, reencontrd esta situacién en
tre otras cepas de reciente aislamicento, también ictcrohacmorragiae
Los cuadros clinicos provocados por éstas eran iguales, de lo que
se deduce que la fracecidn adicional no esti aparentemente ligada a
la virulencia,

Gispen y Schiiffner, (38) consideran dlvidida por tales hechos
a la clisica Leptospira icterohaemorragiae en dos "Biotipos": com=-
pleto ( M 20 ) e incompleto ( RGA ). Hoy se los designa avn como
L.icterochaemorragiae AB y L. icterochaemorragiae A, como 1o hicle~-
ran los autores mencionados. De la definicidn de sucrotipo, se de-
duce gque nertenecen al mismo,

Pero Gispen y Schiiffner hallan el mismo tipo de relacidén entre
las cepas Akiyami A (comnleta) y Rachmat (incompleta) del sueroti-
Do "autumnalis'"; luego van Riel (39) en 1946 1o halla en L, benja-
min y L.canicola; Alexander. Vetmore, ZEvans, Jeffries y Glelser
en 1955, (40) en L. wolffil y L. grippotyphosa; Babudieri, en 1955
vy 1956 (41, 42) en L. ballum y L. mini, y en 1952 hallé también eg
te tipo de relaciones entre las L. hiflexa (43). Aislé en 1941 de
un arroyo de los alrededores de Trieste la cepa Patoc 1, y de un
ngfo del aeropuerto civil de S&oc Paulo la cepa Siao Paulo dlez afios
después. La Patoc 1 serfa "incompleta', y la S8o Paulo, "completa',

Estos fenémenos y otras diferencias antigénicas pequeiias entre
cepas del mismo suerotipo han quedado comprendidos dentro de divi-
siones taxomémicas inferiores al suerotipo, Se define,dentro de un
suerotiro, que dos cepas pertenecen a subsuerotipos distintos cuan

do después de repetidas pruebas de adsorciédn cruzada,menos del 10%



14

del tfbtulo homélogo permanece en un antisusro, y el 10% 8 mis en
el otro, Algunos exnertos, sin embargo, son partidarios de elimi-
nar esta unidad taxondmica.

En cambio, cuando dos o mids suerotinos exhiben afinidades mar
cadas entre sf, resulta muy conveniente por razones de orden préc=

tizo agruparlos en un "Suerogrupo" (grupo suerolégico).

Los métodos suerolégicos de clasificacién

1) Las técnicas de microaglutinacidn eruzada.

Como se ha expresado,
los nétodos empleados para la identificaciédn en suerogrupos de lep-
tospiras aisladss, tamblién se emplean para el suerodiagnéstico de
tanlientes humanos y de animales, En esto, las condiciones locales
v las preferencias personales pueden hacer variar el método o la
tacnica a elegir.

Seria deseable o necesario, sin embargo, expresan Wolff y
Broom, (27) a efectos de comparar resultados obtenidos por distin-
w05 observadores, que todos estos datos hubiesen sido obtenidos me
diante las mismas téenicas, sobre todo tratidndose de trabajos de
investigacidn

Si bien las téenicas son muy similares en todos los laborato-
rios importantes, los detalles de ejecucién varfan en cada caso,
Por ejemplo, Wolff (4&4) en Amsterdam prepara las diluciones de sue
ro hiperinmune,y afiade la suspensién de antigeno en volumen igual'
a la dilucién, contando las gotas, mediante el empleo de una pipeta
de Schiiffner, colocdndolas en placas de porcelana provistas de de~
presiones,

Las diluciones finales empleadas son 1/10, 1/30, 1/190, 1/300
1/3,000 ... La incubacién se lleva a cabo durante 2 a 4 horas a
322 C, y se lee colocando mediante un asa una gota sobre un portas
objetos, sin cubreobjetos, en el microscopio de fondo oscuro, con
pequefio aumento,

Babudieri en Italia (45) y Cacchione en nuestro pais (46) efec

tian las diluciones en tubos de hemélisis midiendo los voiumenes de
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suero hiperinmine, diluyente (solucidén fisioldglea al 9 ©/00) y ay
tigeno vivo mediante pipetas graduadas. El antigeno se afiade a la

dilucién de suero en una relacién de 9:1. Incuban a 379 C durante

13 a 2 horas, ¥ 1leen del mismo modo que Wolff.

2) Las técnicas de adsorcidn cruzada.

bebe sefalarse que los proce=
Ainmientos de microaglutinacién constituyen sélo un paso preliminar
en: ¢l andlisis antigénico en general, porque la verdadera composi-
cifn antigénica de la cepa se puede determinar tnicamente mediante
1ns pruebas de adsorcidn de anticnerpos cruzada.

Un hecho atin no aclarado en las técnicas es la indicacién del
ndrero de microorganismos (cantidad real de antigeno) a emplear en
lcs pruebas. Babudleri muy recientemente propone una standardlza-
cién del método.

La prueba de adsorecién, tal como la llevan a cabo Wolff y
Brocm (47), se realiza formolando 100 ml de un cultivo blen desa ~
rrollado con 0,5 ml de formol al 40%, centrifugando luego a 10,000
rpm durante 20 mimitos y mezclando 9 partes del sedimento con 1 de
innmunosuero a adsorber, dilufdo a tftulo standard 1:3,000. ILuego
de dejar la mezcla a temperatura ambiente al menos 24 horas, se
centrifuga otra vez a 10,000 rpm durante 5 mimitos y el sobrenadan
te se emplea en pruebas de microaglutinacién, empleando antigeno
formolado,

Todos los autores emplean, para adsorber los anticuerpos del
suero, suspensiones formoladas, y sohre el suero ya adsorbido, reg
lizan las pruebas de microaglutinacién, Para ello, Babudieri em=-
plea suspensiones vivientes de Leptospira, y Cacchione suspensio=
nes fornoladas,

Esta microaglutinacién es llevada a cabo por Wolff también en
placas de porcelana, ¥y los otros autores mencionados la hacen en

tubos de hemélisis,
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Expresidén de los resultados obtenidos en las pruebas suerolégicas

A efectos de facilitar la comparacién, Wolff y Broom (27) pro
ponen reglstrar los resultados obtenidos del enfrentamiento de uaa
serle de diluciones de un dado suero hiperinmune contra su cepa hc
méloga y otras heterblogas, expresando no las diluciones 1fmites
verdaderas en que la reacclén tiene lugar sino el porcentaje del
titulo hombélego alcanzado por la reaccidn con las cepas heterélogas,
Asf, si el tftulo homélogo es 1: 10.000 y las cepas heterélogas re
acclonan hasta diluciones 1:3,000 y 1:5 000, se expresari como
3C (%) y 50 (4). Se debe mencionar el tftulo homélogo pero no in-
cluirlo en las tablas, En éstas, las reacciones que tienen lugar
a menos del 0,1% se consignan como negativas, Wolff tambien pro=
pcne una representacién grifica, En ella, cada reaceién es repre-
sentada por una barra o columna vertical cuya longitud indica el
pcrcentaje del titulo homélogo obtenido en la prueba de microaglu-
tiracién,

Desde un eje horizontal, a lo largo del cual estéan represen-
tados los distintos suerotipos, en una posicién fija definida por
sus afinidades sueroléglcas, parten dichas barras; las que se
hallan en la parte superior del diagrama representan 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 cuestién frente a todos los suerotipos, En
el eje de ordenadas se emplea una escala logaritmica,

1os suerotinos que se emplearan en las pruebas de adsorcidén
serdn aquellos cuyas barras indicatrices emerjan

Respecto de la designacién de las distintas fracciones anti-
génicas, es preferible por shora, en vista de la anarquia reinante
en su nomenclatura, no intentar designar bajo la forma de férmula

antigénica alguna los resultados obtenkfos,
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Algunas consideraciones sobre la inminoquimica de las Leptospira

En 1962, Dymowska y Babudieri (48) hallan que la "1lisis' de
leptospiras en presencia de inmunosueros no es tal, y que sélo exis
te aglutinacién, Colocando en presencia de Leptospiras una gran cor
centracién de inmunosuero, hallan que si el medio estd gelificado
e inmoviliza las Leptospira, no se produce lisls alguna, haya no
nc complemento. Cae asf una vieja y generalizada creencia, que
sostenia que en el caso de las leptospira se produce lisis en ausen
cia de complemento.(2) Los autores confirman lo anterior por cor-
tes ultrafinos de las 'lysis balls'", periféricos y centrales, y exa
men al microsconio electrénico, que revela leptospiras intactas,
Ademds dichas "lysis balls" regeneran las Leptospira intactas por
centrifugacién y lavado, Consideran gue el. aspecto anormal de las
leptosplras en presencia de concentraciones elevadas de inmnosuero
se debe a un fendmeno tipo Rieckenberg, vy que los dos tipos de aglu
tinacién que se observan "lysis balls" o haces, pueden explicarse
nor la movilidad de los cuerpos espiroquéticos y la presencia de
ganchos terminales, En el caso de los cultlvos formolados, la falta
de movilidad causarfa la formacidén de "amas" irregilares, poco com-
pactas.

Addamiano, (49) teniendo en cuenta que toda la sistemidtica del
género se basa en la produccién de anticuerpos en el conejo, estudia
la influencia del método de preparacidén del suero inmune en la pro=-
duccibén de anticuerpos especificos, paraespecificos y aespecificos,
Los anticuerpos paraespecificos son constantes, debldos posiblemen-
te a un antigeno o grupos de antigenos secundarios, comunes a wvarios
suerotipos y que los rednen en suerogrupos, Para cllos, es funda =~
mental el animal dador del suero, por lo cual se comportarfan como
las "funciones antigénicas potenciales" de Landsteiner, antigénicas
para algunos animales y no para otros., Los anticuernos aespecificos
son inconstantes y se deberfan tal vez a fenémenos de degradaciédn
de antigenos verdaderos, o a los llamados "anticuerpos naturales'.
Son poco frecuentes en el conejo, La autora llega a la conclusién

gue es mejor dar inyecclones repetidas de ant{geno, obteniéndose
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sueros muy especificos ya sea inoenlando antfigeno vivo o merto,
Los anticuerpos producidos por el antigeno soluble contenido en el
medlo de cultivo son altamente paracspecificos. El valor de las re
acclones naraespecificas y aspvecificas dismimuye p:oporcionalmente
con el aumento de 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 traobajo resulta de especial imnortancia pues si se con =
frontan los resultados obtenidos en el estudio antigénico de las
leptospira por diversos autores, como los de Walch-~Sorgdragecr (50),
Wolff (4k4), Yamamoto (51) y Kitaoka, se hallan clertas diferencias
notables que pueden influir considerablemente en la sistemdtica de
algunas cepas y de algunos sucrotinos, y es posible que se deban
no sélo a la diferencia de técnicas empleadas en su estudio sino
tombién a los animales utilizados en la preparacidén de los sucros

rinerinmines.

Induccién de cambios en los caracteres antigénicos

Hemos expresado que Wolff y Broom sostiencn 1la estabilidad de
la constitucidn antigénica de las Leptosnira, Sin embargo, serd
necesario tomar en cuenta los hechos siguientes, que demostrarfan
1o contrario Schiiffner y Mochtar (52) observan que las Leptosnira
que quedan sueltas después de la aglutinacién por efecto de un sne-
ro homélogo,son capaces de rcgenerar un cultivo con las mismas ca-
racteristicas que el original_. Pero Bessemans, Wittebolle y Nieme-
geers (53) y Bessemans y Derom (54) hallan alteraciones en la con=
stitucidén antigénica de cultivos de Leptospira biflexa desarrolla=-
dos por algunos pasajes en medlos con suero homélogo.

Pike y Schultze (55) en 1958 cultivan L, grippotyphosa, L.po-
mona y L.canfcola en presencia de inmunosuero homélogo, y observan
a 1o largo de series de pasajes, que las cepas dismimyen su aglu-
tinabilidad por el suero, Mediante ensayos de absoreidn cruzada
de anticuerpos entre la '"meva'" y "vieja" grippotyphosa, comprue-

ban que ha habido péedida de algunos componentes antigénicos y aps
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ricidén de otros mievoe. Repetida la exporlencia mfs de 8§ meses
después, resulta que la modificacién no retrograda,

Siguiendo 1los trabajos anteriores, Parnas, Malinowski y Hal-
gas (56) en 1961, demuestran que es posible modificar experimental~
mente 1los caracteres sueroldgicos de los suerotipos standard, some
tiéndolos a determinadas "agresiones". Ello es realizado nor re-
plque en medios adicionados, ora con suero homélozo de alto titulo,
ora con sustratos heterédlogos obtenidos por desintegracién ultra-
s6bnica, Como resultado se obtiencn "muevas cepas'", en las cuales
se halla dismimfda la aglutinacién por el suero hombélogo y apare-

cen coaglutininas no sefialadas en las tablas de Wolff y Broom. (27)

Breve resefia sobre la constitucildn quimica y composicidn de los

antigenos

Menclonaremos someramente los resultados obtenidos por las
dos escuelas norteamericanas, a las que se deben todos muestros cg
ncecimientos sobre el tema hasta el preseate, asf como algunos tra-
bajos realizados en Europa y 1la India,

Hiatt (1953)(57) inicila los estudios sobre el tema desinte -
grando organismos lavados( cepa Wijnberg ) con desoxicolato de Na;
extrac los 1{pidos con alcohol amflico y cloroformo, y dializa y
concentra la fase acuosa, obteniendo lo que denomina "fracecidén 1".
Esta no contiene lipidos, protefnas, péptidos ni aminoicidos; con-
tiene en camblo 4cidos nucléicos y otras sustancias, Resulta acti-
va en ensayos de fijacién de complemento con especificidad para
tcdo suero antileptospira ( especificidad de género ), y en espe-
clal para el tipo homélogo, con el cual reacciona mids intensamentec.

biversos ensayos llevan a afirmar que probablemente la parte
activa es un polisacdrido de naturaleza predominantemente pentosi-
nica, Inyectado a conejos, producc anticuernos para fijacidn de
complemento pero que no intervienen en la aglutinacién de leptospi:
ras vivas, Se tratarfa de un sistema antigénico independiente,

Estos resultados son confirmados en el mismo afio por M, D,

Schneider (58) . En 1956, N. Rothstein y C.W. Hiatt (59) estucia.:
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extractos alecohdlicos al 70% de leptospiras lavadas, con 25 cepas
pertenecientes a 20 suerotipos, Iunego de eliminar el alcohol p>re
di4lisis y concentrar, mediante evaporacidén a través del celofd.,
someter a electrodidlisis prolongada y separar la fase sélida foo~
mada por centrifugacién, denominan a ésta @ltima "antfgeno de fi.::
cién de complemento™ y al 1liquido sobrenadante "precipitindgeno,
Ambos contienen pentosas y metilpentosas, pero no hexosas ni hep~
" tosas, No logran identificar con seguridad los azidcares presentes
medlante cromatograffa. Tanto el precipitinégeno como el antfgeno
fijador de complemento presentan espectros infrarrojos similares
uno a otro (aunque no iguales) y similares también a los de otros
polisacéridos bacterianos, E1 precipitinégeno inyectado a concjos
produce precipitinas géneroespecificas y aglutininas tipo-especi-
ficas, eliminables estas Wltimas por absorcidén con leptospiras ho-
mélogas enteras,

Los autores deducen gque habrfa en 1la célula dos tipos de anti-
geno: uno periférico P, tipo especifico, de composicién desconoci~
da (pero probablemente sea una asociacién protefna=-polisacirido)
quc serfa aglutinégeno, y cn ciertas circunstancias preciplitindge~
no o antfgeno de fijacién de complemento; el otro seria el ant{ -
geno somitico género=especifico S, un lipopolisacirido quc no se
revela a menos que se desintegre la éélula, nor ser un antfgeno pﬁg
fundo, En caso de actuar 1lo harfa como precipitinégeno o antfgeno
de fijacién de complemento.

El preparado denominado '"precipitinégeno'" por los autores se-
ria una mezcla de antfgenos S y P, predominando el primero.

En 1957, (60) N. Rothstein prosigue estos trabajos y halla re
laciones heterogenéticas entre Shigella dysenteriae y L.pomona, En
cambio en 1960, Papachiriacu (61) niegs la exlstencia de tales re-
laciones.

N. Rothstein y F. Wollman (1959)(62) preparan otra vez el nrg
cipitinégeno soluble en agua y el antigeno fijador de complementc,
insoluble, por el método de extraceciédn alecohbélica. Estudian csirc

ultimo antfgeno suerolégicamente, mediante microaglutinacidn, ~rcs
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Yo hemnlf+ico d2 Cox de sensibilizacidn de los eritrocitos, y prug
ba de fijacién de complcmento al 30% de henblisis. ﬁemuestran que

el antfgeno es estable y puede apilcarse ventajosamente para el sug
rodlagnéstico en hombres y animales, Para boviros, es mejor el 1il-

timo método meacionado,

M.D. Schneider (63) emplea una técnica de fraccionamiento mas
pcrfeccionada para estudiar los distintos antigenos y sus propleda
des quimicas. Prepara (64) la fraccién 1 de L. bataviae, L.canico-
la y L.icterochaemorragiae, Por hidrélisis y cromatografia de la

1tima halla entre 5 y 7 componentes, algunos de los cuales podrian
ser 1l(=)arabinosa, d(-)xllosa, 1(=)ramnosa y glucosamina, Zn las
fraceclones 1 de los tres sucerotipos nombrados, halla pentosas, me=
tilpentosas y DNA. Mediante la espectrofotometria unltraviolcta de
los productos de una reacciédn de Dische (B c y R ) coloreada, del
2ido sulf¥irico=sulfhidrilo por ellos empleada, logra una identifi-
cocion preliminar de ecicrtos azdeares de la fracciédn polisacirido
de 1a "fraceién 1", hallando cantidades similares aproximadamente
tonto de pentosa como de metilpentosa en los 3 sucrotipos (65), nor
1o cual ésto no explica las diferencias suerolédglcas entre ellos,

La fraceidén 1 es genero-especifica en pruebas de fijacién de
complemento, aunque reacciona (como vimos) mds intensamente con el
suero homélogo. Ensaya entonces una "purificacién parcial' sobre
ella: precinitando el ﬁNA nor alecohol de la solumidén salina; el
coanonente en solucidén es designado "etanol=soluble"; a otra porcidn
d: fraeccidén 1 aflade Cl Mg y trazas de HONa, precipitando material
sucrolbégicamente activo, denominado '"insoluble en 4lcali'; sobre
una tercera alfcuota afiade SOLH2 y tungstato de Na, soeparando el
"antf{geno preecipitado por deido tingstico". Las tres porciones re =
sultan activas,

Exaninando los resultados obtenidos, el autor concluyc que la
"Ifraceidén 1" posee un princinio género=especifico asocinado con un
nolimeclebtido ( y con trazas de protefna ) posiblemente desproviz-
to de actividad, Ese princirio es termoestable y no dlalizable; <

rin un polisacdrido, fundamentalmente tipo pentosano, (como hallzte
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Hintt en 1953) similar al somitico de los neumocof€os.

Los trabajos prosiguen, y en 1955 (66) Schnelder encuentra que
la fraceidén 1 inycectada al conejo produce antisuero fijador de con~
plenento, Esto no es mievo pero el autor halla ademis que ese sue-
ro tiene aglutininas altamente tipo-especi{ficns, lo que hizo pen~
sar que 1a fracecldn 1 contiene 2 antigenos,

Iuego Schnelder aplica su marcha de fracclonamiento, cuyos pa-
sos fundamentales son:lavado, desintegraclon, extraccion con alco-
hol amflico-cloroformo; separncidén en 3 capas: 12) fasec de solven-
tes con los lIpidos ( se descarta ); 22) fase ncuosa: por didlisis,
ete, da la fraceidn 1; y 32) una capa interfacinl., Esta se scpara
en: no precipitable por 4cido tiungstico (Fraceidédn L) y precipitable
por 4cido tiingstico, que a su vez por tratamiento con alecohol se
divide en: soluble en alcohol al 75%: dlalizado darid 1a fraceién 2,
e insoluble: por didlisis nos dd la fraceidn L,

Los mimeros 1,2,3 ¥ & indican cantidades decrecientes de ma=
terial antigénicamente activo, La fraccién 1 contendrfa aquella
parte 1nminolégica en la cual las determinantes antigénicas estédn
vinculadas qufmicamente con preparaciones similares de otros suero-
tipos, Muy probablemente la especificidad de las reacciones de fi-
Jacién de complemento, asi como las reacciones cruzadas del antige~-
no de fraccién 1 se deban a la estructura quimica del polisacérido.
Pero no se excluye que tambien el aglutindgeno especifico de esta
fraceién pudiera intervenir en una reaccién de fijacién de comple-
mento.

Ia fracecidén 2 parece no contener glucosamina, Contiene menos
N, pentosa y deoxihexosa que la fraccién anterior, segin la reac~
cién de Dische mencionada; habrfa diferencias entre L. bataviae,
L. canlicola y L. icterohaemorragiae en la composicidén de esta frag
cién. Contendria un haptene polisacaridico, que fija el complemen-
to con el suero hamélogo, pero reacclona escasamente con sueros an-
ti=fracecidén 1 y anti-fraccidén 2, homblogos y heterdlogos, Se suponeo
que la actividad suerolégica de esta fracciédn 2 se debe a impurczes

de fraceidén 1.
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Las fracciones 3 y 4 f1jan débilmente complemento, tal vez por
la misma razén. La fraccidén 3 es fundamentalmente proteica y pa=-
rece ser un antigeno comin denominador. La fraccidéa 4 consiste en
materlial nitrogenado no proteéico, como era de ezperar.

En 1955, Schneider y McLaughlin (67) aprlican la espectrofoto~
metria infrarroja en el rango 2 = 15 11 para el estudio de clertos
grupos quimicos funclonales de las fracciones de Schneider, De la
interpretacion de las complejfsimas curvas de absorcidn resultaria
que los datos mds notables serfian el hallazgo cn la fraceldén 1 de
uniones polisacaridicas; en la 2, habrfa funciones carboxilo au~
sentes en la anterior; en la 1 hay 4cidos mucléicos, ausentes en
la 2 y 3. Hay pilcos comnes a 1la 1 y 2. En esta #ltima hay indi-
cios de 1la presencia de un sacirido mds complejo, por 1o que esta
fraccion tendria un elevado contenido en azdcares.

El espectro de la fraceién 3 indica una proteina comin a los
distintos suerotipos,

Los autores observan que las dlferencias entre los espectros
e los distintos suerotinos en las fracciones 1 y 2, que no se al-
canzan a interpretnr enteramente, punede aclarar lns causzs de las

diferencins y relaciones sueroléglcas,

En 1958, G. Heyman y G.Siefert (68) estudian los aminodcidos
constituyentes de las protefnas y libres de diversas espiroquetas
vy leptospiras, El alto tenor en aminodcidos (30%4) parece caracte-
rfstico de las protefnas de las esplroquetas. El cociente RNA/ﬁNA
es similar al de las bacterias., Los 1ipidos se encuentran en un
204, cifra superior a las encontradas en bacterias.

En 1960, J. van Rlel, Marc van Sande y M. van Riel (69) estudian
extractos de leptospira medlante microelectroforesis sobre gel de
agar. Los microorganismos lavados varlas veces se desintegran por
sonicacidén y luego se separan los restos celulares, concentrindose
el sobrenadante por ultrafiltragcién. Se somete a la microelectro=-
foresis s¢L.c agar con un patrén de albumina humana, siderofilina
v dextrano despolimerizado, Los ensayos realizados sobre las cerar

Wijnberg y Wa Leiden (biflexa) arrojan resultados distintos,
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En la India, P G.Pande, P.G., Sakariah y R._R.Shukla (70) en
1961 realizan el andilsis antigérico Gde las 4 fracclones de Schrei-
der de I sub-suerotivos de L,pomona, por difusién en agar de 1cs
antigenos y anticuerpos, Las fraccicnes han sidc ensayadas en pre
sencla de los antisueros; 198 sucros inmunes preparados con las
fracciones 1 y 2 dan una scla ifnen cor las células enteras hordlo-
gas. Pero las fraceciones 3 y 4 no dan nada, indlcando que estin
mAs profundamente ligndns a la célula.

Otras experiencias indican que las fracciones 1, 3 y b son en=-
manes a todos los subtipos en un suerotipo, micontras que la 2 parc-
ce determinar las diferencilas. Ios auntores han revelado las preci-

pltinas en las mismas condicioncs

Sobre 1 cutida patogenicidad de clertas Leptospira bhiflexa

En base a la identidad morfolégica y algunas obscrvacilones ex~-
perimentales, ciertos antores sostuvieron, sobre todo en el pasado,
que no existe diferencia alguna entre las leptospliras sapréfitas y
patégenans, y que las primeras pueden transformarse en las segundas,
sea directamente, pasando del agua al organismo de los animales o
del hombre, o indirectamente, pas~ndo a través de un animal porta-~
dor, o modiflicdndose bajo la aceidén de condiciones amblentales par-
ticulares (2)

Esta tesls fue sostenidn especialmente por Zuelzer, Baermann,
Sardjito, Hermann, Soesilo y = durante clerto tiempo = Uhlenhuth,
Se basaba en el resultado de infecciones experimentales de cobayos
con cepas de leptospira acufcola, que se habrfan tornado suerolégi-
camente iguales a las cepas patégenas,

Estos resultados no han podido scer reproducidos nor varios in-
vestigadores que han cstudindo este problema (Schiiffner, Van Thiel,
Mochtar, Dinger y Verschaeftel, Shiga y Kitnoka), y 1la nocién de la
establlidad del caricter antigénico y del poder patégeno fue afir-
mindose, por lo que hoy nocos son los que sostienen la hipétesis
de Zuelzer,

Baermann y Zuelzer, investigando 1la nosibilidnd de "transfor-
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macién" (Umwandlung), observan el desarrollo de un cuadro tipico
de Weil en 91l enarto pasaie en cobayo de la cepa acufcola RGL, Del
ltimo animal, dichos autores recuperan una cepa distinta, Con
otra cepa acufcola (Erlangen) Uhlenhuth y Grossmann obtienen resul-
tados similares.

La cepa W,A.Z, no adquirié virulencia en cobayo, y fue inrsccu-
lada a una mjer; un cobayo inoculado con sangre de esta mijer al
62-72-82 qfa, mirié con ictericia, y la cepa recuperada no era a-
glutinada por el suero de la persona inoculada, que en camblio aglue
tinaba la cepa W A.Z,

Casl todas las cepas aculcolas estudiadas por Baermann y 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 Huropa.

Van Thiel explica los resultados de Zuelzer suponiendo un
crror en la ldentificacién de las cepas, o una epidemia de lepto-
stirosis entre los animales de experiencia,

Sin embargo, debemcs considerar varios hechos vinculados con
el problema, Uno es 1la demostrnacién de que en clertas circunstan-
cias también las leptospiras modifican su constitucidén antigénica,
como hemos visto ya (53, Sk, 55, 56).

Por otra parte, sin que pretendamos discutir el tema, sabemos
que clertos suerotipos originariamente considerados patégenos, vy a
veces causantes de cuadros clfnicos muy graves en el hombre (anda-
man A)(6) fueron considerados por los investigadores hingaros Fizi
y Cséka (71) y por Cacchione y colaboradores (72) en mestro pafs,
dentro de_las Leptospira biflexa. Sin embargo, han aparecido me~
vos casos fatales o no (73, 74) en los que el agente causante serfa
la L.andaman A,

Como se muestra en la 1ltima clasificacién de leptospiras pro-
puesta, este suerotipo, junto con L, semaranga, mo figura ya entre
las leptospiras patégenas,

La cepa tipo. cH 11, fe’e 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.semaranga) fue aislada en 1937
de una rata en Java por Sardjito y Mochtar (76).

ﬁymouska en 1960 (77) y luego Babudieri y Dymowska en 1961 (78
hallan que una cepa cislada en 1948 en Polonia probablemente de la
sangre de un paciente por Chrominski (cepa Lublin) es antigénica-
mente idéntica a 1la R S, 173, suerotipo que hasta ese momento no
habfa anarectdo en Europa,

En la Unidén Soviéticn, Tiérskij halla en 1960 (79) que la cepa
BSH, acufcola alslada de un pantano en la regléa de Mosci en 1931
"posee antfgenos comnes" econ la R_S.173, e informa que han sido
alslad~s otras leptosplras idénticas a 1la cepa BSH, tanto del agua
como de los animales y del hombre, en distintos puntos de la U.R_S_S.

la L.semarangn también es considerada L.,biflexa por Fizi y
Cséka (71) y nor Cacchione y colaboradores (72).

En 1951, Czekalowski y Horne (80) investigando tres casos de
"clstitis abacteriana aguda", logran aislar de uno de ellos una cc-
pa de Leptosplra, La describen como "dqudosamente patégena', no ob-
stante, porque no exhibe propiedades patédgenas inoculada al cobayo.
En 1954, Czekalowski y McLeod (81), estudian esta cepa, llamada
"Leptosnira leeds", hallando que no tiene relacién antigénica con
los tinos de leptospiras patégenas frecuentes en Furopa, Sin embar-
go, €l suero anti-leeds d4 reacciones fuertemente positivas con vie-
jas cepas patégenas, en tanto que otras cepas del mismo tipo no re-
accionan. No resulta patégena ni ain inoculando grandes cantldades,

La cepa crece mejor que las patégenas en medio de Fletcher
preparado con distintas concentraciones de orina, lo que hace expre-
sar a los autores que "biea puede ser un agente causal de cistitis
abacteriana agnda®.

FMizi y Caoka en 1960 (82,83) estudian las relaciones antigéni-
cas de esta cepa con los suerotipos patégenos econocidos y registra-
dos, realizan pruebas de patogenicidad con métodos mis sensibles,

Y comparan las rropledades bioléglecns de las cepas con los de los
suerotinos patégenos y con las de leptosniras de agna, empleando io«

ensayos del SOuCu y de 1la yema de huevo ; de los proplos autores,
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No hallan ninguna accién patégena ni relacién antigénica con las
cepas patégenas, mievas o viejas, Por sus propiedades biolbgleas
las ubican en el grupo de L.biflexa pero sin excluilr su pertenencia
a las supuestas leptospliras comensales. No juzgan aclarado el pa=

pel de la leptospira en las cistitls mencionadas,

Medios de cultivo

Las leptospiras no desarrollan en los medios usuales emplea=
dos en microbiologlfa, Los primeros resultados positivos, si bien
poco satisfactorios, se lograron con un medio semisélido utilizado
ror Noguchl para cultivar Borrelia recurrentis, en anaeroblosis,

Se hicieron diversos intentos afiadiendo fliidos naturales del
crgacismo, como 1lfquido ascitico, suero de diversos animales, etc,,
€v. soluciones salinas; el paso fundamental fué dado por los fran-
ceces y alemanes al emplear suero de conejo en condiciones semiana-
exSbicas. Reiter y Ramme (84%) propusieron en 1916 el uso de 10 a
20% de este suero, en solucidn fisioldégica al 8,5 °/oco, con trazas
de hemogloblna., Este medio se usa ain hoy en el Instituto Pasteur
de Paris, cubriéndolo con una capa de vaselina lfiquida; otros au-
tores le han introdquecido variaciones,

Uhlenhuth (85) empled en 1917 suero de conejo dilufdoc 1:30 en
agua de gﬁtfo. Desde entonces, el suero de conejo, preferiblemente
21go hemolizado, resulta practieamente insustituible, Es convenicn
13 reallzar un "pool" de varios sueros, pero como el de algunos co-
ncjos puede inhibir el desarrollo, deben ensayarse por separado ane
tes de mezclarlos, A veces el inconveniente se debe a la presencia
de aglutininas, pero en ocasiones se produce sin que éstas sean do=
mostrables (6).

En 1922 y 1923, Vervoort (86) obtuvo resultados mis uniformes
al standardizar 1os componentes del medio, y demostré la convenian~
cla de afadlr pequeflas cantidades de peptona, Seflalé la fundamen:al

importancia del pH, siendo el rango 7,2 a 7,4t el mis favorable.
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Estos resultados de la escuela holandesa han sido adoptados por
casi todos al introdiicir en lcs medios las soluclones buffer,

La mayorfa de los nedicz contiecne peptora, recomenddndose la
rarca Witte, No obstantc, pucsae reemplazarse periectamente por
otras, como bifco proteoza N2 3, Difco Neopcptono, Falrchild, etc,-

Czekalowski, McLeod y Radican, en 199, (37) hallaron que in-
ci30 dentro de una misma marca habfa variaciones rotables en la
artitud para mantener 2l desarrcllo entre pzrtidas dlferentes de
peptona, por 1o que se recomlenda efectuar slempre ensayes previos
con cada nueva partida,

Frecuentemente los evritrozitos hemolizados, en dosls pequeifias,
Tavorecen el desarrollo, Czekalowski, McLeod y Rodican (87) expli-
can este hecho fundidndose en la ausencia, segin ellos, de catalasa
en las leptospira (88); esto concordarfa con el efecto nocivo que
ejerce la luz sobre estos microorganismos,

La temperatura 6ptima para el desarrollo es 30=322, haciéndo-
20 sin embargo bien desde 2592 é. No obstante, para cultivos en
primer alslamliento se recomienda incubar a 3729 C.

La composicién de los medios de cultivo es en rigor adn empi-
rica, y van introduciéndose modificaciones a medida que se adquie~
ren mievos conocimientos sobre la fisiologfa y el metabolismo de
las leptosplras, sus requerimientos mutritivos, factore; de desa=
rrollo y activadores., Asl, el medio de Stuart (1946)(89) no con-
tiene peptona,pero en él la asparagina y la glicerina son los prip
clpales qqmplgmentos mtritivos que la reemplazan; el medio de
Chang (1947)(90) contiene en cambio Bacto=triptosa y polvo de ex=~
tractos de higado, y en lugar de suero de conejo lleva suero de ca-
ballo,

El medio de Savino y Rennella (91) posee suero de carnero y
hematina, sefialando los autores que esta Qltima serfa un factor
de crecimiento y que el autolizado de levadura y el hidrolizado de
casefna favorecen marcadamente el desarrollo., Estid comprobado que
el suero de conejo es el mds conveniente, pero éstos y otros inves-

tigadores han empleado suero de animales grandes por su mids finril
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obtencidn en grandes cantidades.

Los medios de empleo mis freccuente en la actualidad san el de
Reiter y Ramme, Vervoort, Fletcher, Stuart y Korthof, con o sin
wodificaciones de la férmla original, Este €ltimo, con las modi-
flcaclones con que 1o emplea Babudieri, es muy conveniente por su
oreparacién fiecll y relativamente econémica y es adecuado para man-—
tenimiento de colecclones, preparacién de antigenos y aislamiento
418 cepas, Es el adoptado por este Instituto,

Al efectuar repiques es conveniente realizar indculos masivos,
transfiriendo al medio fresco alrededor del 10% de su volumen to=-
mado del cultivo viejo con pipeta Pasteur,

Medios sélidos

Durante mucho tiempo, los intentos de desarrollar lLeptospira
en medios sélidos no dieron resultados satisfactorios en la ob -
“20c16n de colonias alsladas de Leptospira., Asi Woratz (92) des~
zribe en 1952 el crecimiento de leptosplras en agar inclinado, pe-
2> es muy dudoso que el desarrollo haya ocurrido como colonlas als-
ladas.

Cox y Larson en 1957 (93) describen un medio sélido en el que
obtienen colonias alsladas de leptospiras, El1 medio es pobre en
sales, y contiene suero de conejo y hemoglobina, La concentracién
de agar, (1%) es critica. En estos medios no se ven fécilmente
las colonlas de Leptospira, por 10 que Armstrong y Goldberg en
1960 (9%), estudiando su morfologia, 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 la morfo-
logia de 1?3 colonias,

En 1959, Kirschner y Graham (96) describen otro medio sélido
para uso en tubos, por puncién; manifiestan que en placas los re=~
sultados no son tan satisfactorios,

M. Aktan y S. Ertugrul (97) solidifican medio de Korthof
adicionado de hemoglobina, mediante 1,7% de agar.

La imnortancia de los medios sélidos escapa a toda posible
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discusién, pero no podemos dejar de sefialar que no es ficil obte~
ner con ellos los resultados descriptos en la literatura, al menos
en 1o que se refiere a la purificacién de cultivos contaminados.
Ser4 necesario realizar nuevas pruebas y familiarizarse con su
empleo, Yanagawa, Hiramne y Faujita (98) estudian en 1963 la in~
fluencia del COQ en el desarrollo en estos medios, (reclamando la
prioridad en 1la descripcidn de colonias en medio sélido para Fuku=-
shima (1927)) y determinan que es favorable un 0,04% 6 1% de CO»,
no desarrollando en ausencia de éste, ni en presencia de concentra=-
~iones mayores ( 104 = 20% ). Vinculan el fenémeno al caricter

microaeréfilo de las leptospiras.

Los medlos para leptospiras sapréfitas

Las leptospiras acufcolas casi nunca son tan abundantes en
el agua como para poder proceder al aislamiento sin enriquecerlas
nroviamente; después se purificari el cultivo contaminado obtenido.

Algunos de los medios propuestos, como el de Vagedes (infusién
de levaduras), Kitaoka (hilos de paja de arroz) e Hindle ( heces
vamanas), hoy sélo tienen posiblemente interés histédrico, Otros,
como el de yema de huevo de Zuelzer, se emplean actualmente, Este
medio es una modificacién del de Damon y Hampil (99), adicionando
buffer de fosfatos y verde brillante para limitar el desarrollo de
otros gérmencs. Kolochine=Erber (100) reemplaza el verde brillante
oor sulfanilamidas,

Estos medios no contienen suero, pero los gérmenes asoclados
rroducen metabolitos que obran como factores de crecimiento, En
21los desarrollan lac lentospiras sapréfitas, pero no las patége~
nas,

No creemos adecunado transcribir aquf una larga lista de los
diversos medios de cultivos, lfquidos, semisélidos y sbélidos, con
sus preparaciones y varlantes, pues pueden hallarse en varias otras
fuentes ( 2, 6, W&, 100 ).

Examinaremos muy brevemente los resultados mfds importantes al-
canzados en el cultivo de leptospira en medios sintéticos y semi-

sintéticos al tratar del metabolismo de estos microorganismos,
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Nociones sobre caracteres fisiolégicos y metabolismo

Los requerimientos mitritivos de las leptospiras, sus fac -
tores de crecimiento y en especlal el metabolismo de estos microc:-
ganismos han sido estudiados por diferentes investigadores, llegzur-
do frecuentemente a conclusiones no coincidentes, Ko se posee ain
un medio de cultivo de composicién qufmicamente definida que porri-
ta un desarrollo abundante de estos microorganismos, para abordar
de modo sistemdtico el proolema,

E) ¢l 1 1a temperatura

O -

Hemos mencionado ya Lo graa importancia quo tienen cl pH y
la temperatura para cl cultive de las leptosplras, Segin Mailleux
y Kolochine=Erber (100) s8lo desarrollan cntrc p 7,2 y 7,63 las s
préfitas sobreviven entre 5,8 vy 7,8 y ias patégenas entre 7.k y 8,5.
Otros autores (101, 102, 91) dan cifras ligeramente distirntas pero
todos concuerdan en que el desarrollo y la sobrevida de las leptosng
ras requieren un pH neutro o levemente alcalino,

Ellinghausen (101) halla que la temperatura éptima estd ertr-
28,59C y 29,59C, ¥ que a menores temperaturas el desarrollo es més
lento, En cambio, a 329C « 372C comienza mis ripidamente pero la
divisién no se favorece. Hindle (cit. por (2)) hallé en aguas ter-
males una leptospira que crecfa a 502 = 602 C y no a 302§ puede con-
slderarse como un caso excepcional que debe comprobarse,

Importancla del oxfgeno. Ia resplracidn y factores que intorviennn,

Las leptospiras son aerobias estrictas, o mds precisamcnte
microaeréfilas, Ya en 1918 Noguchi (103) sefiala que el desarrollo
tiene lugar en las capas supcriores del medio. En 1932 Dinger (LO4,
observa on medio semisélido un teme disco blanquecino a 10«12 mm.
bajo la supcerficie, formado por una gran cantidad de leptospiras,
Fuera de esta zona de aerqbiosis éptima, no sc aprecia desarroilo.

Czckalouskl, McLeod y Rodican encuentran en 1953-155‘ (87.883)
cl feabmeno de ﬁinger en medios 1lfquidos con todas las cepas exaatrg
dasjla zona de desarrollo de las patégenas serfa mis estrecha vy nie=

Jada de la superfilcle que la de las sapréfitas, y deducen que 1lu.
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leptospirns requieren oxfgeono a una presién algo menor que la de eg
te gas en la atmésfera, Hay muy poca diferencis entre suefotlpos.

En 1947, Chang (105) no logra medir consumo de _ox:[geno median=
te la téenica de Warburg; pero Marshall en 1949 (108) aplicando el
rdsmo método lo mide, utilizando suspensiones mis concentradas de
weptospira. El consumo es marcadamente estimiulado por el suero de
ccnejo, pero no por hidratos de carbono, arinodcidos, hemoglobina
¢ peptona, .

Fulton y Spooner en 1956 (107) estudian en detalle el metabow
lizmo de la Leptospira icterochaemorragiae en medio de Korthof,cal=-
culando un tiempo de gencrazién de 58 a 68 horas en la fase logarit
mica. (Este valor depende de las condiciones, y asf Larson y Eduardé
en 1958 (108) 1o estiman en 11 horaé en otro medio de cultivo).

Debido a la baja actividad metabblica y al lento desarrollo,
no hay grandes cambios quimicos en el medio de cultivo, Asf, durante
@ Aflas no se observa variacién del pH ni utilizacién de glucosa,
Sélo aparecen pequeiias cantidades de 4cidos grasos de bajo peso mo=
Jecular. En suspensiones concentradas, observan consumo de 02 Yy pro-
duccion de 602 lenta pero constante,

El constituyente del medio que estimla la rosplracién resulta
ser principalmente el suero de conejo. No e¢s rcamplazable por ot:as
sustancias ensayadas, que s¢ miestran inactivas, como la glucosa,
glicerol o fcidos grasos. El hidrolizado de cascina y algunos amino-
4r:4dos sélo producen estfmmlos transitorios.

Los auntores cncuentran que el constituyentc activo es la pro -
toina sérica. Demiestran un sistema citocromo-c y comprueban su par-
ticipacibén en la respiracién pues &sta es interferida por azidas y
cianuro; no interfieren en cambio malonato, arsemiato ni fluoruro,
que inhiben enzimas del metabolismo de la glucosa,

Azficares

Poco se conoce actualmente sobre la fermentacidén de azﬁcares'y
alcoholes, y ademfs los resultados son dispares, Segdin dhang (105%)
v Marshall (106), las leptospiras no ntilizan azdecares,

Supniewski y Hano (109) hallan que las leptospiras cultivadas
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en medio de Korthof atacan l=arabinosa, glucosa y galactosa, La sa=
carosa es levemente hidrolizada, y la fructosa y manosa miy poco
afectadas, Una serie de otros azficarcs no son emplcados, como tap
poco el 4cido drico, nitratos, fosfatos, &cldo léctico y compuestos
orginicos fosforados, La urea es descompuesta con alecalinizacién
del medio,

Savino y Rennella (91) ensayan 22 hidratos de carbono, de los
qiie s6lo la dextrina favorece el desarrollo.

Proteinas, aminodcidos, vitaminas

Respecto a las protefnas, aminodcidos y vitaminas, se debe
puntualizer que los resultados han sido en general obtenidos en me-
dios que contienen suero o sus fracciones, y que el mimero de cepas
estudiadas es escaso,

Rosenfeld y Meridian (110) observan que el fcido nicetinico,
tianina, nicotinamida, riboflavina, piridoxina y 4cido ascédrbico
estimulan el crecimlento de Leptospira canfeola.

Savino y Remnella (91) confirman en general 1los resultados an-
teriores, excepto para el 4cido aseb8rbico, que hallan inactivo, as{
como el 4cido pantoténico, Ensayan ademis 15 aminodcidos, encontran~
do favorables dnicamentc la asparagina y el 4eido aspdrtico; tam=
bién provoca un mejor desarrollo el 4cido pimélico, y no en cambio
una serio de 4cidos orgénicos, glicerina, colesterol y sales dc Fe,
Co. Ch. Zn y Mn,

En 1950, Greeno, Camicn ¥ Dunn (111) estudian el crecimiento
4c leptospiras en un medio-base salino al que afiaden peptona y sue-
0 diallizado, Se obtiene desarrollo, siendo eliminable la peptona
v2ro no el suero, que no se puede sustituir por una mezela de amino=~
acidos y vitaminas, resultado gque y= dhang habia ob@enido anterior-
mente, Cultivan Leptosplira canficola en medios con 19 aminodcidos,
vitaminas, bases purinicas y pirimidfnicas, minerales y l=glutamina,
pero afiadiendo sueroalbiimina de conejo; también ensayan la de otros
animales,

La sueroalbdmina de conejo se miestra nctiva para el crecimiepn

to del microorganismo, y éste ces estimulado por arginina, 4cido as;
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pdrtico, prolina y deido glutémico, aunque no la pueden reemplazar,
Otros aminofcidos no favorecen; la finica vitamina activa es la tia-
mina, y hay desarrollo de varios suerotipos patégenos en un medio
constitufdo por soluciér Ringer, buffers, tiamina, asparagina y
sueroalbdmina de conejo,

En 1959, Gerhardt y Ball (112) estudian la utilizacién de ami~
noicidos por Leptospira canfcola en medio de¢ Schiiffner, Algunos
gon utilizados, pero también se observa un aumento de“aminoécidos
1ibres en el medio estéril, incubado a 372 C durantc 48 horas por
degradacibn lentza de las proteinas en el medio,

En 1960, Johnson y Wilson (113) estudian la influemcia de la
albdmina, globulina y suero total ultrafiltrado en un medio base,
para el desarrollo de Leptospira pomona., La albimina es la frac-
cién mis activa, Puede mantenersc el desarrollo en medio econ alhi-
mina, globulina autoclavadna y ultrafiltrado, o también e¢on almidén
scluble, sueroglobulina, ultrafiltrado ¥ hematfes lisados,

En 1962, Johnson y Gary (114) observan que Leptospira pomona
crece mal con suero de conejo dializadog mejorando por adiecidn de
vltrafiltrado, Intentan sustituir éste dltimo, obsorvando la accién
favorable de la l=asparagina y de la sal de amonio del &cido pirro-
lidoncarboxflico., Otros aminodcidos tienen débil aceién, Salvo la
asparagina, los aminodeidos sirven como fucnte de N, as{ eomo las
sales de amonio, La urca es una buena fuente, y junto con el CINBQ
raede ignalar tamMén a la asparagina,

Ia tiamina es la Ynica vitamina esencial también para estos ay
tores. En cambio Markevetz y Larson (115) hallan reacciones de
transaminacién en Leptospira biflexa, y plensan que los aminodeidos
pucden servir también como fuente de energfa, pues pneden ser meta-

tolizados y existe un sistama citoeromo=-c en las leptospiras,

Lipidos, lipasas y su significado

Fulton y Spooner (107) estudian en sus trabajos sobre resplra=
¢ién la influencia de los 4cidos palmftico, estedrico y oleico, sin
lograr identificar el estimulante, La respiracién aumaenta con fos-

folipidos impuros de yema de¢ huevo, posiblemcnte por la presencia
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de &cidos grasos en el fosfolipido, que actuarfa en sf como deto-
xificante,

En 1957. Helprin y Hiatt (116) hallan que la proteina @el sue-
ro suministra dcidos grasos en forma no téxica, y que en presencla
de la fraccién V detoxificante del plasma humano la respiracién es
aumentada por trazas de algunos 4cidos grasos,

Woratz (1957) (117) e Ivler (1960)(118) observan que los feci-
dos grasos promieven el desarrollo, El primero emplea un medio con
gelatina vy caseina digerida por tripsina,

Kemenes y Lovrekovich (1959) (119) observan una enzima que ata-
ca grasas, en particular sebo de buey, Los cepas activas son en es-
peclal las virulentas; al perder la virulencla ya no atacan las gra
sas. Los auntores suponen que este sistema lipés%co serfa también
el agente que produce opacldad en medios con la yema de hnevo, Los
suerotipos con actividad 1 pidsica notable provocan ictericia y hemo
rragla en 1los tejidos, )

En 1960, Parnas, Ko8lak y Krukowska (120) hallan sctividad 1li-
pdsica en algunas cepas patégenas y no en otras.

Bertok y Kemenes (1960) (121) hallan las lipasas en patégenas
y sapréfitas, aunque los sistemas gerfan distintos, Las cepas que
atacan grasas animales cctdan sobre 1la tributirina; las sapréfitas
actdian gsobre ésta pero tienen menor aceién sobre las grasas anima=-
les en general. La tributirinasa aparcece en los ecultivos lfquidos,
v estd relacionada eon la hemotoxina pero no siempre con la viru =
lenecia,

Kmety y Bakoss (122) en 1961 hallan que la produccién de lipa=
21 v hemolisina en diversas eepas no esti vinculada entre sf ni con
1A viruleqcia ni son caracterfsticas para cada suerotipo.

En 1953 Mifuchi y Kawata (123) proponen sustituir el suero de
conejo del medio de Korthof por lecitina de yema de huevo para el
cultivo de Leptospira icterohaemorraglae,

Mifuchi, Hosol y Yanagihara (124) estudian en 1961 los 1ipidos
de la yema de huevo extralbles por acetona que,segin ellos, pueden

reemplazar al suero de c¢onejo para el cultivo de Leptospira eanfcola,
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Mediante fracelonamientes hallan dos grupos activos: uno eontendria
"4cidos grasos no saturados y gldeidos" y el otro, fosfolfpidos,

En 1952 Woratz (92) cultiva Leptospira canfcola en un medio
compuesto por minerales, tiamina, asparagina y peptona, al quo aia=
de productos de extracecidédn alecohélica de suero de conejo, corazén
de buey y yama de huevo, Estos productos son termoestables y favorg
cen el desarrollo. ) |

En medios con gelatina, le adicién de 4cido esteirico, palmiti=-
co, oleico o "Twecen 80" es favorable, pero en auscencia de gelatina
no hay crecimiento,

En cambio en 1961, Vanezcltine y Staplos (125). trabajando con
un medio de composicidén definidn quimicamente, hallan que el extrac=
to zloroférmico de sucro de conejo tiene aceldén desfavorable, y en
mecto semigbdlido definido el 4cido oleico y el '"Twcen 80" permiten
1a maltiplicncibn de leptospliras en auscnela de sucro, a profundida-
des varlables segin 1la concentracién de deldo oleico,

Un rcsumen de trabajJos antceriores sobre hcemollisina, catalasa,
oxldasa, lipasa y gelatinasa, asf{ como cstudios sobre coagulasa y
ureasa cs publicado en 1962 por Parnas, Krukowska y Nowae (126)_.Es-
to trabajo se refierc a un mimero grande de copas : 61, mfs 18 mo=-
dificadas antigénicamentc en laboratorio, En estns ditimas también
se modifiecé 12 actividnd hemolftica, no nsf 1la lipisica,

Vogel y Hutner (127) logran un medio quimicamente definido
avtnque complejo, en el que desarrollan varias cepas patégenas de
weptosplra, sustituyendo el suero por ésteres de 4cidos grasos:imo=
ncolefna, monoestearina, palmitato de metilo y oleato de metilo,

T, tiamina es indispensable, y la adiclén de écido nicotfnico, pan=-
toténico, p-hidroxibenzoico, vitamina B=~12 y putrecscina acelera o
aumenta el desarrollo. El ién ferroso sustituye a 1la hemina en cop
diciones determinadas y se vlncula a la catalasa; 1las cepas que nb
posean esta enzima pueden requerir hemo externo, Por iltimo, el
02410 contiene aminoicidos, sales y otras sustancias,

Seri necesario estudiar y perfeccionar medios de este tipo pa-~-
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ra logtar desarrollos iguales 0 mejores que los obtenidos con medios
a base de materiales naturales complejos, como sucro; su importan-
cia trasciende de la investigacién bioquimica sobre estos microor=

ganismos, pues pcrmiti;ia preparar mojores antf{genos, vacunas y me-

dlos para aislamiento y usos genecrales,

Algunos factores de desarrollo

La influcencia favorable de los eritrocitos hemolizados en los
mediog de cultivo para leptospiras es un hecho perfectamente conoci
do, deseripto por varios investigadores, Entre nosotros, Savino y
Rennella (91) hallan que 1la 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 hemélisis, hallan
do que es necesarla una fuente de hierro, La adicién de éste al me-
dio dismimiye el mfmero de leptospiras necesarlio en el inéculo para
permitir el desarrollo. Ensayando como fuentes de hierro hemoliza-
dos de glébulos rojos de conejo, carboxihemoglobina, metahemoglobi=-
na, hematina y C13Fe. halla que estos dos Ultimos son menos activas.,
Ademis demestra la exlztencia de una catalasa intracelnlar en lepto=-
spiras patégenas, de pH 4ptimo 7 y temperatura éptima 372 C, No halla,
por el contrario, peroxidasa,

Steytler (131) estudia la influencia de la hemoglobina, hierro
ferroso y férrico en ecepas patébgenas, emgontrando que el férrico in=-
fluye sobre el crecimiento y la sobrevivencia, més due sobre la res-
r.iracion.

En la literatura se ha mencionado en varlas ocasiones el hecho
22 que ciertos microorganismos contaminantes, hongos en particular,
ejercen accién favorable sobre las leptospiras, Un cjemplo reclente
es el hallado por Ezhova (132) en una cepa de Penicillium,

Babudteri y Zardi (133, 134, 135) observan que en el medio de
Zuelzer desarrollan leptospiras cuando sc¢ siembra en 81 la muestra
de agua contaminada, pero no hay desarrollo si en el medio estéril
ce siembra un cultivo puro de lLeptospira biflexa, Por tanto, supo=-

a3n que ¢l factor responsable de esta dlferencia es un metabolito de
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otros miercorganismos asociados, Este resulta ser la clanocobala~
mina, que como veremos luego,permite segiin los autores el desarrollo
de las cepas acuicolas on ausencia de suero y peptona, Por otra
parte, 1la cilanocobalamina permite reduclr la cantidad necesaria de
suero en el medio do cultivo de Korthof empleado para usos generalcs.

Estudiando cepas acufcolas, hallan que los llamados factores
similares B y C, que pucden sustituir a la clanocobalamina para ma=
chos microorganismos utilizados habitualmente en ¢l dosaje de &sta,
sca incapaces de reemplazarla para las leptospiras,

Tampoco es activa la metionina, pero sf la timidina, La adend~-
na y el uracilo, solos, tienen accién limitada, La guanina es actie
va, ¥ potencia ademis la actividad de 1la timidina y de la cianoco=-
balamina, las que por el contrario son inhibidas por el uraclilo y
p4s adn por la adenina, En cambio, adenina y uracilo juntos no ine
hiben,

Otros autores han obsecvado que clertas sustanclias vinculadas
al reino vegetal ejercen accidén estimlante sobre las leptospiras,
Aei, Ashmarin (136) halla que el indolacetato de potasio, hormona
vegetal, activa el desarrollo y estimils cepas que se hallan en vias
do degeneracién,

Efccto de agentos ffsicos y quimicos

Las leptospiras son l4biles frentc a condiciones adversas de
tenperatura. dhang. Buckingham y Taylor (137) hallan que una suspen-
cidn en agna destilada de Leptospira lctorohaemorragiae muere ya a
n5Q C en 30 min,, y a 609 C en 10 segundos; Babudiceri halla otros
valores, A temperaturas bajas, sin llegar a la congelacién, 1la
sobrevivencia es mayor que a 31=329 d.

Las leptospiras pueden ser congoladas, segin algunos autores,
(Kathe, Rimpan, Uhlenhuth, en (2); Shigckawa y Stockton, en (100))
slenpre que lucgo el descongelamiento no sea brusco, e inclmnso se¢ ha
descripto quc soportan la temperatura del aire liquido (138).
3rumer ( en (2) y (100)) halla quo pormanecen vivas a 22 C, y =du=
rante breve tiempo = a =30) C, No obstante, el congclamiento dafia

111 gran ndnero de leptosplras, segin observaciones realizadas me-
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diante microscopfa electrénica (2).

El glicerol, que de ordinario les es téxico, ejerce una accién
protectora durante la congelacién,

Annear (139, 140, 141) se ha ocupado del problema de la cOne
servacion de cepas por desecacién, intentando simplificar las téend
cas y mejorar los resultados inconstantes 9btenidos. La conserva=-
cién es mds efectiva a baja temperatura ( L8 c ).

En condiciones habituales, las leptospiras no resisten la de~
secacién. Otsuka y Manako (142) aplican la 1liofilizacién a las
leptospiras, obteniendo también por conservacién a baja temperatu-
ra (congeladora) mejores éxitos. La presién osmébtica influye sobre
las leptospiras, Babudieri (I43) halla que las soluciones hiperté-
nicas producen ripidamente degeneraciones de 1los cuerpos espiroqué-
ticos, siendo m4s lenta la accidén de soluciones hipoténicas., De
h2cho, algunos medios de cultivo son hipoténicos y se emplean co-
rrientemente, como el de Korthof. En cambio, Savino y Rennella (91)
determinan que el éptimo de presidn osmética es 1,69 atm,=-

La luz, con algunas raras excepciones, ejerce un efecto nocivo
sobre las leptosplras,

El efecto del pH se trata en otras sececiones del presente tra-
bajo. Los 4cidos y alcalls fuertes destrgyen rdpidamente las lepto=-
spiras, asi como los halégenos, adn en muy pequefia cantidad (137),
que son as{ eficaces en el tratamiento de aguas (1h:l).

Las leptospiras son asimismo muy sensibles a la accién de de~
tergentes (137) y sales biliares (143).

La pepsina, v la papalna mis lentamente, destruyen el proto~
plasma y dejan libre el axostil (143).

Las sales de Cu ejercen una accién inhibidora del desarrollo
de las leptospiras en cultivos; hoy se sabe que existe una diferen-
cia en la tolerancia al SO,Cu entre las cepas sapréfitas y paté-
genas, de acuerdo a Fizl y Cséka (145), lo cual ha servico a los

autores para elaborar una prueba diferencial.
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Diferencias entre leptospiras patégenas y biflexas.

La determinacién tiene importancia taxondmica y también pre-
senta un problema Aiagnéstico, al cultivar cepas de diferentes ma=-
teriales, inclusive humanos,

El criterio de patogenicidad para animales de laboratorio
no puede considerarse un método seguro de diferenciacién, pues la
virulencia de una cepa puede perderse después de algunos pasajes
en medios de cultivo (27, 146)., Para ello se recurre entonces a
métodos biolégicos basados en diferencias de requerimientos mtri-
tivos o de tolerancia a distintos agentes, Trabajos recientes ha-
1lan tambien diferencias netas de clertas actividades enzimiticas,

El desarrollo en medio de Hindle (147), de 1925, ha sido em~
pleado como método de diferenciacién en algunas oportunidades (27).
Probablemente otros medlos empleados para enriquecimiento de lepto~
spiras acufcolas también darfan resultados similares, Dicho 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-

), en una caja de Petri. Incubado a 25~309 d se observa ya des-
paes de 10 dias un desarrollo abundante de leptospiras acuifeolas,
Las patégenas no desarrollan (1, 6).

Otro método aprovecha la mayor resistencia de las leptospiras
acufcolas a la aceclén de sales metdlicas, en particular el cobre.
Fiizi y Caéka (145) elaboran una prueba de diferenciacién, preparan-
do medio de Korthof y solucién de SO,Cu al 1% en 2gua destilada,
Esta soluclién, esterilizada y de reciente preparacién, se afiade al
medio de cultivo en dilucién final 1:1,000, 1810.000; 1:100,000,

y 1:1.000_000 para la reacecién de orientacidn, En estas dilmciones
se siembran por duplicado las cepas a examlnar, llevando paralela=
mente controles de cepas conocidas patégenas y biflexas, Se exami-
nan los desarrollos al microscopio de fondo oscuro después de 7 dfas
de incubacién a 302

La prueba ha sido empleada entre nosotros por Cacchione y cola=-
boradores (72) con resultados satisfactorios : las cepas patégenas

no desarrollan en concentraciones de 1:100.000 6 mayores, en tanto
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que todas las sapréfitas lo hacen desde 1l:40,000

Babudieri y Zardi (133, 134, 135) estudiando el metabolismo
de las leptospiras y la accidén de 1la cianocobalamina como factor
de crecimiento, halla tres tipos de leptospira respecto al desa =~
rrollo en medio de Kort@of privado de suero y peptona, pero con
4cido nicotinico ( 1 pg/ml), y clanocobalamina ( 1 mg/ml ).

Un primer tipo, que comprende todas las patégenas, no desarroe-
1la en tal medio; wun segundo, que abarca casi todas las sapréfi -
tas, desarrolla al menos durante 7 pasajes, y un tercer grupo,
constitufdo por las cepas Patoc 1 y Sao Paulo (biflexas), desarro~
11a también sin vitamina B=12,

Es necesario lavar previamente los microorganismos para evitar
arrastre de suero y peptona del medio anterior,

Posteriormente, Mailloux y Kolochine~Erber (148) estudian el
desarrollo de leptospiras en un medio basado en el de Stuart, pero
sin suero, que sélo contiene sales, aminodcidos y vitamina B=12,
Observan que las leptospiras acufcolas se mantienen por lo menos
durante 14 pasajes, y que las patégenas o pardsitas no desarrollan,
desde el primer momento.

Ambos métodos han sido empleados también entre nosotps por
Cacghione y colaboradores (72), quienes sin embargo observan una
dismimicién mucho méds rédplda del desarrollo, y después del 3er pa=-
saje prdcticamente no hallan leptospiras, Por otra parte, estos
rétodos resnltan micho mds laboriosos que el del Soﬁdu.

FMizi y Csbka (146) proponen un método répido para la diferen=
ciacibén, basado en un ensayo de oxidasa, afiadiendo 0,1 ml de solu~
cién fresca de p=fenilendiamina a 4 ml, de cultivo de 8 = lﬁ dfas
de incubacién a 302 C, en medio de Korthof, Imego de incubar a ten
peratura ambiente, a la luz, durante 45 min,, se observa que las
patégenas exhiben color marrén rojizo pdlido, y las biflexas, ma =
rrén oscuro o marrén negruzeco,

Los mismos autores, (149), proponen otro mnsayo diferencial,
basado en la diferente velocidad econ que las cepas patégenas y sa=-

préfitas atacan un medio que contiene 5% de yema de huevo y agar,



42

empleado para la investigacidén dec fosfollpasas. EL medio es ataca~
do, con formacién de turbidez y pelicula, por leptospiras sapréfi=

tas en ﬁB horas, en tanto gque las cepas patégenas demoran en hacer=
1o por 1o menos 4 6 5 dfas, y frecuentemente mucho mis tiempo,

El ensayo se efectia afiadiendo 2 ml de cultivo de leptosplras
de 5 dfas de incubacién a 302 en medio de Korthof, a 1 ml de medio
con yema, e incubando a 309 C. Se realizan controles con cepas
conocidas y tambien con medio de Korthof esteéril, as{ como sin afia-
dido alguno,

Otras diferencias halladas fueron descriptas por Pentek=Juhasz
(150); en cultivos viejos de cepas biflexas se halla una sustancia
hemolitica para los glébulos rojos de ratén, E1l antor indica, su=-
jeto a posterior esonfirmacién, que ello podrfa ser base para dife-
renciar leptosplras sapréfitas de patégenas virulentas o avirulen-
tas,

Ademis, Bertok y Kemenes (121), estudiando los sistemas 14 pé-
slcos de las leptosplras, en particular la tributirinasa, hallan
profundas diferencias entre las patégenas y sapréfitas.

No sabemos que estas diferencias hayan encontrado aplicaclén

prictica con propésitos diferenciales,
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Obtencién de leptospiras de aguas

Las leptospiras se hallan muy difundidas en ciertas aguas,

y se han empleado diversos métodos para la obtencién de estos micro
organismos,

Si se siembran mestras de agua en medios para leptospira,
se obtendran siempre cultivos contaminados con otros microorganise
mos, Con medios que permiten el desarrollo de leptospiras patégenas,
no siempre pueden obtenerss resultados satisfactorios, pues las con
taminaciones frecuentemente impiden o inhiben el desarrollo de 1as'
leptospiras y suelen conducir a la pérdida del cultivo, En cambio,
como hemos visto en el capf{tulo sobre medios de cultivo en general,
se han propnesto varios medios especlales para aguas, en los que
no desarrollan las leptospiras patégenas, y sf lo hacen , en cambio,
las sapréfitas; generalmente el mds empleado hoy es el de Zuelzer,
y serd descripto en detalle luego por haber sido utilizado también
en el presente trabajo, Referencias origlnales a otros medios pue-
den hallarse en (147, 151, 152, 153, 154).

Otros métodos de aislamiento de leptospiras patégenas y sa=-
pr&fitas de las aguas emplean animales, en particular el cobayo,.
Segin Austoni, (2), el aislamiento por cobayo de aguas infectadas
no debe realigarse mediante la inoculacién intraperitoneal, del mo-
do usnal, es decir, esperando el desarrollo de la leptosplrosis,
v1es es casi inevitable que el animal muera antes por peritonitis
1éptica; los casos en que tal método dié resultados positivos po -
d»f{an considerarse como debidos a escasez de gérmenes contaminantes,

Probablemente esta opinién no es compartida por todos, pues=
+0 que Alexander y colaboradores (155) en 1962 emplean esa téenica
para el aislamiento de una cepa (Grand River) en un foco de leptospi
rosis hmang,

En cambio, puede intentarse el alslamiento, mediante la téc-
nica de "filtracion rdplda in vivo" segin Schiiffner (156) inyectan -
Ao una pequeila cantidad del 1iquido por via intraperitoneal, y prac-
+icando hemocultivos luego de 10 a 60 mimtos, segin el fndice de
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infectividad del agua en examen, Austoni expresa que empleando va=
rios cobayos, la posibilidad de obtener cultivos puros es grande,
Esta técnica se basa en que las leptospiras pasan de la cavidad 1n-
traperitoneal al torrente sangufineo mis riplidamente que michas otras
bacterias,

Otros métodos que emplean animales son los de Appelman y van
Thiel (157, 158): el método del bafio, eoloca durante 1 hora cobayos
pequeiios con el abdomen afeltado y escarificado, en el agua en exa=
men calentada a 302 C, de modo que llegue a los costados del animal;
al cabo de 3 horas se hacen hemocultivos, en medio de Zuelzer para
leptospiras sapréfitas, o en medio de Korthof para patégenas. La
sensibilidad seria de 1 1eptospira)3 ml, pero exige el empleo de
10 cobayos.

El método percutineo contimo es una modificacién del anterior;
en é1 los cobayos se fijan sobre una tabla en posicién deciibito dor-
gsal, y sobre la pared abdominal preparada como antes, se adhiere con
colodién o parafina un pequeiio cilindro de vidrio, abierto en ambos
extremos, y con un tubo de descarga en la parte lateral inferior.
Por este cilindro se hacen circnlar 200«300ml del agua en examen
a 300 d, gota a gota, desde un reeipiente superior, El método per-
mitirfa el aislamiento de 1 leptospira/zs-go ml,, Otra modificacién
es el método subcutineo contfmo , en el cual el aga eircula por
una cavidad subcutédnea abierta entre dos orificios de la piel del
abdomen. La sensibilidad seria de 1 leptospira/50 ml, y podria em=
pl.earse con sbélo 2 6 3 cobayos.

Se han propuesto ademss otras modificaclones a estas técnicas (L5}

Obtenido el cultivo de leptospiras, en particular si se han em~
3leado medios de cultivo como los descriptos sembrando en ellos la

rmestra, deber4d intentarse su purificacién.
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Purificacidn de cultivos contaminados

Esto constituye un problema no siempre ficil de resolver, Nu~-
merosos métodos se han propuesto para este fin, basados en prople -~
dades particulares de las leptospiras; algunos antiguos, ya han caf-
do por completo en desuso, como los propuestos por Mochtar (159) em=
pleando la centrifugacién fraceionada; Uhlenhuth y Zuelzer (160) por
congelamiento y descongelamiento; Hirsch (161) por la aceién oligo=-
dinamica de algunos metales, o Suginoto (162) empleando la inhibi-
cién por hidrato de cloral.

Kitaoka (163) observdé la formacidén de un anillo blanguecino
constitufido por leptospiras puras, cuando se sembraba un cultivo,
puro o no, en un tubo especial con brazo en 4ngulo, en condiciones
determinadas, y propuso el emplec e este fenbémeno para la purifica-~
cibn.

Sin embargo, los métodos mids eficaces y mis empleados han sido
los basados en la filtracién, Esta fué empleada ya por Wolbach y
Binger (18) (bujfas Berkefeld V); otros tipos de bujia, como Pasteur-
Chamberland I3 - L5 y equivalentes, tambien han sido muy usados des-
de hace tiempo, y 1o mismo puede decirse de los discos Seitz EX, que
se usan actualmente, En cambio, los filtros de vidrio o amianto
comprimido han hallado aplicacién limitada,

Para la purificacion, mediante discos Seitz, de cultivos conta=-
minados, Wolff (L44) recomienda mojar el disco con solucién fisiolégi-
na, luego filtrar el sobrenadante del. cultivo eontaminado centrifu -
gado a 3.500 rpm durante 15 mimtos y enjuagarlo con medio de culti-
vo, sembrando luego el filtrado en varios tubos de medio,

Otra técnica miy usada es la "filtracién répida in vivo" de
Schiiffner, ya mencionada, practicando hemocultivos a los 10 mimmtos,
a9 siempre se obtienen resultados satisfactorios, en particular si
sc hallan presentes ciertos tipos de contaminantes, como los yibrio-
nes, (164%)

Tiérskij (165) intenta mejorar la téenica mediante el empleo
32 ratones blancos en vez de cobayos,

Stavitsky (166) propone el empleo de sulfanilamida en el medio
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de cultivo (Vervoort). Evidentemente, sél0 pueden eliminarse con
este método los microorganismos sensibles a la sulfanilamida, Ani-
logamente, Cousineau y McKiel (167) proponen un medio con sulfatia-
zol, sulfato de neomicina y actidiona, Cerva (citado por (172))
habria conseguideo algunos éxitos mediante el empleo de distintog
tipos de sulfas,

Menges, Rosenquist y Galton (168) aplican para aislamiento
de leptospliras de orina contaminada el método de dilucién y siembra
sugiriendo su empleo en forma mAs general,

Galton, Menges y Shotts (169) recomiendan, aparte de la file
tracién por discos Seitz, realizar diluciones desde 10-3 hasta 10-7
del cultivo contaminado, y sembrar O0,) ml de cada una en cajas de
Petri con medio de Cox y Larson., Ademis, hemos visto que se han
propuesto ctros medios sélidos. (96, 97)

Cada uno de 10s métodos anteriores tiene sus ventajas e incon-
venientes. Ninguno puede considerarse satisfactorio por completo,
eszneclalmente si la contaminacién es mmy abundante,

Acercz de los métodos de f£iltracién, debemos recordar que las
12ptospiras necesitan ser sembradas maslvamente en un medio de oul-
tivo para su desarrollo (motivo por el cual los replques se hacen
mediante pipeta Pasteur, y no con asa de platino); esto expllca el
porcentaje my elevado de fallas que se observan en el uso de los
filtros Seitz, bujfas y elementos similares, en los que la adsor =
216n juegn un papel my importante, permitiendo sélo el paso de can-
cidades Infimas de leptospiras, Por otra parte, se habria comprobae
do que tales filtraciones tienen un efeeto desfavorable sobre el de-
sarrollo de estos microorganismos. (170)

Por estos motivos, diversos investigadores ensayaron otros
3.ementos modernos, las membranas filltrantes, de caracterfsticns
.my superiores por su baja adsorcidén, gran uniformidad en el tamafio
ic los poros y minima intercominicacién entre los mismos, Es conoci-
da la variedad de usos que este tipo de filtros halla en el canmpo
de la bacteriologila y virologfa. Puede hallarse una presentacién ge-

.iaral sobre sus caracterfsticas y aplicaclones en un trabajo de
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R. Ehrlich (171) sobre el tema, y en los folletos suministrados

por las casns especlalizadas, como Millipore Filter dorp_-n Bedford
(EE.UU.), Sartorius-Werke AG~ G6ttingen (Alemania). Oxo Ltd. (Ingla-
terrn)y otras,

Pokorny y Havlik (172) ensayan algunos filtros alemanes (Sar-
torius) hallando que el N2 3 (poro miximo 0,5 p; nedio 0,3 p, re -
tiene conpletamente hongos, elementos levaduriformes y bacllos es=
porulantes, pero no cocos, Las leptospiras pasan perfectamente,
siendo en cambio retenidns por el filtro N? 8 (méximo 0,25 p; nedio
0,15 }1). No poseyendo filtros intermedios, modifican por ebullicién
en agua ( 3 veces, 20 nin, por vez) el poro del filtro N2 3 hasta
un valor 6ptino, no deterninado, consiguiendo retene_:;- también los
cocos, y obtener en el filtrado dnicanente las leptospiras, Tanbién
logran el mismo resultado empleando juntos dos filtros NQ 3 hervidos
una sola vez 20 nimitos, pero pasan menos leptospiras por efectos
de una mayor adsorcién,

Daubner (173) trabaja con filtros goviéticos asf como con otros
andlogos, producidos por él mismo, Halla que tanto por el filtro
N: 1 ( poro 0,3-0,35 }1) corno por el N2 2 (poro aprox. 0,5}1) pasan
las leptospiras, pero el primero produce mayor retencién,

Con el N2 2 puede separarse leptospira de E, coll, A, aerogenes,
Staph., albus y Sarcina lutea (suspensiones afiadidas al cultlivo de
ieptospiras ) y también pueden separarse las leptospiras de una rmeg
tra de agua de r{o adicionada de un cultivo de las nisnas, En este'
caso hallan conveniente una filtracidén previa, con filtros soviéti-
cos de poro 0,5 = 3).1. para elininar las inpurezas de nayor tanarfio,

Respecto del aislaniento de cepas de leptosplra del agua expre-
san que seria necesario mejorar el nétodo, empleando otros filtros
de nenor tamafip de poros,

Knety (174) halla que para purificar cultivos contaminados, los
mejores resultados se obtienen con filtros Sartorius Ne 8 (poro né=
xino 0,25 u y medio 0.15'}1 ).

Rittenberg, Linscott y Ball (175) informan que con membranas
norteamericanas (Millipore) tipo HA (poro o,h5io,02 /u) se logra se=-
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parar leptospiras de mezclas efectuadns experimentalnente anadien-
do E.coli, Stanh, aurcus y H._influenzae, y que con nembranas PH
(0,30 f.0,02 F) se logra un menor nfimero de cultivos positivos qde

leptosplra.

Papel epidemiol.bégico de las aguas

Las leptosplrosis son zoonosis, pues sus agentes etiolégicos son
huéspedes naturales habituales de ciertos animales que los transmi-
ten al hombre, Lste no es esenclal en el ciclo vital de estos mlerg
organismnos. '

Los animales portadores pueden dividirse de modo general en:

1) Portadores propiamente dichos, No parecen ser rmy afecta=-
dos por las leptospiras, pero las alojan largo tiempo, Son en espe=
cial los mamfferos silvestres,

2) Portadores facultativos, Albergan las leptospiras durante
clerto tiempo después de superar la enfermedad, Son particularmen-
te los animales domésticos,

E1l hombre es reservorio de estas espiroquetas en general sélo
P1rante la enfermedad, por 1o que en ese sentido no tiene importan-
cia epidemiolégica,

Las leptospiras se mmltiplican en los rifiones, siendo eliminge
das por la orina, que de este modo infecta las aguas, liquidos c¢loa=-
cales y lodo, donde sobreviven mds o menos tiempo de acuerdo a las
condiciones ambientales, Estas pueden as{ infectar al hombre, ya
sea bebiéndola o por contacto con las mcosas o la piel abrasionada
o aln sana., El contacto puede establecerse a causa de cafdas acci-
dentales en el agua, por natacién o razones ocupacionales., Los nine-
ros , pescadores de agua dulce, cortadores de caifia, arroceros, obre-
1ros de frigorificos y de ocupaciones ganaderas son los mids expuestos.
Es mucho mis frecuente la infeccidén a través del agua o fango que
por contacto directo con animales,

Entre los animales de mayor significacién epidemiolédglca se
hallan, en primer lugar, los roedores (ratas, topoes), los suinos,

perros, bovinos, equinos y ovinos. Recientes estudios han probado
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1a importancia de los pidjaros migratorios e insect{voros en la di=-
seninacidén de distintos suerotipos de leptospirae

El agua juega siempre un papel fundamental en la difusién de
las leptospirosis en una regién,

La explicacién nis aceptada sobre la existencia de leptospiras
patégenas en las aguas, es que éstas llegan, como se ha dicho, me=-
dlante la orina de los animales portadores, y que en el ambiente
errierno sobreviven mds o menos tiempo,

La hipotesis de la transformaciédn ('"Umwandlung") de leptospiras
sapréfitas en virulentas, halla hoy menos partidarios, lo mismo que
la suposicién de que en el agua exlsten y se mantienen, tanto lepto=-
splras sapré6fitas como patégenas, sin intervencidén de animales por-
tadores,

Sin embargo, el problemna no estéd aclarado,

Van Riel (176) no adnite que las leptospiras patbdgenas sélo se
rmltipliquen en los animales , y sostiene que los animales '"reser-
vorios" tienen una importancia secundaria, siendo en cambio el agua
1> fundanental,

Kathe manifiesta que las Leptospira grippotyphosa pueden vivir
independientenente, fuera del organismo aninal; por otra parte, Ba-
budierl estima que las leptospiras sobreviven, y en cilertas condi -
ciones pueden nultiplicarse en el agua; influirfan 1la temperatura,
T, presencia de sustancias orgdnicas, microflora y microfauna aso-
ciadas y otras condiclones desconocidas, Si no hubiese tal multipl]
cacildén, no se podria comprender cémo aparece la infeccién en clertos
arrozales 1tallanos en los que no se hallan animales portadores, o
en algunos pantanos y zonas imndadas de Silesia, Ademids, la dilu=-
¢ibén de las orinas emitidas es tan grande que resulta dificil imagli=-
.27 cémo las leptospiras penetran en el organismo en mimero suficlen=-
te como para provocar una infeceildn, si no se miltiplican en el agua.

El tema ha sido discutido también por Fihner (1950), van Thiel
(1948) y Van der Hoeden, que sostiene un punto de vista opuesto.
{citado por (100)).

Mumerosos observadores comprobaron que el pH de las aguas tiene
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gran influencia en Jla presencia de leptospiras y en el mimeroc de
casos de leptosplrosis que se observan en las reglones vecinas, En
aguas 4cidas no se hallan ror 1lo comin leptospiras, siéndoles en
cambio favorable un aumento del pH hasta un valor préximo a 8, Los
trabajos realizados en laboratorio sobre el tema han estado casl
siempre limitados a un suerotipo ¥ uno o pocos valores de pH. Solo
reclentemente Gordon-Smith y Turner (102) realizan un estudio sobre
L suerotipos en agna destilada con buffer M/250 de fosfatos en un
rango de pH desde 5,30 a 8,00, y observan que el modo en que varia
la sobrevida con el pH es distinto para cada suerotipo, aungque en
1fneas generales ésta es mayor a pH comprendido entre 7,60 y 8,00,
A P menor de 7,0 la sobrevida esti entre 10 y 117 dfas, y a tH ma-
yores, entre 21 y 152 dfas, En este trabajo se comparan los resul-
tados obtenidos con los de anteriores observadores, de modo que en
él y en la obra de Mailloux y Kolochine Erber (100)se pueden hallar
rcferencias a dichos trabajos previos,

La temperatura y el pH no serfan independientes en el efecto
sobre la sobrevida; Okazaki y Ringen (177) hallan que L~pomona
scbrevive en medio alcalino ( pH - 8,4 ) mis tiempo que en medio
dcido ( pH - 6,2 ) a 20 = 302 C, pero a 7 = 102 C la sobrevivencia
es mayor en medio 4cido.

Gordon Smith y Turner (102) estudian someramente también la
influencia de la composicion de algunos suelos : la adsorcidén de
leptospiras podria intervenir en la baja incidencia de leptospiro-
sis humana en algunos arrozales con suelos arcillosos de clerto tipo,

Las leptospiras parecen tener una tolerancia mis bien grande
vespecto de la temperatura; si blen la sobrevida no es favorecida
nor temperaturas extremas, han sido aisladas del hielo por Zuelzer
fcit, por (100)), y de fuentes termales ( 40 -~ 502 C) por Hindle
{cit, por (2)) y por Zuelzer (178). Las temperaturas mis favorables
serfan las de las aguas tropicales, 25 - 302 C.

Polanen (179) sostiene que el comportamiento de las patégenas
os igual al de las sapréfitas frente a la temperatura, pero Van Thiel

expresa que estas 1iltimas pueden cultivarse a unos 152 C, y en cam~
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bio las patégenas tienen una mayor sensibilidad a las bajas tempe=-
raturas,

El agua salada ejerce wna influencia desfavorable en la vida
de las leptospiras, lo que explica que no se hayan descripto jamis
contaglos por medio del agua marina, En Amsterdam, durante la 22
guerra mndial, el mimero de casos de leptospirosis produeidos por
caldas accidentales en 1os canales desaparecild bruscamente luego de
1944, cuando los polders fucron inundados por agna 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
dfas, mientras que en la del mar del Norte no pasa de las 24 horas.

Andlogamente Chang, Buckingham y Taylor ( 137 ) hallan que la
Leptospira icterohaemorragiae sobrevive pocas horas en agna con 18-
22 g de sal por litro. También Addamiano (181), experimentando con
cepas de Leptospira icterohaemorragiae en diluciones de agua marinag
esterilizada en agna destilada halla que la sal mata rdpidamente
las leptospiras y que el efecto dismimye con la dilucidn de ésta,

Pese a 1o expresado, Zuelzer (182) ha alslado cepas de leptospi-~
ra del agua del Mar del Norte, y Babudieri y Archetti (138) del
Adridtico y del Tirreno.

Dada su condicién de aerobias, las leptosplras no pueden vivir
en aguas muy pobres o carentes de ozfgeno.

También son desfavorables las sales de metales pesados; durante
un tiempo se intentd en los arrozales impedir la accidén de las lepto
spiras patégenas elevando la concentracidn de Soﬁéu desde 1/200.000,
ya empleada para algas, a 1/40.000. E1 método debié abandonarse
por razones econdémicas, dado que para algas bastaba afiadirlo una
sola vez, pero como el agua circula, en el caso de las leptospiras
debia ser repuesto diariamente. (183)

Otras sustancias tienen similar accidn, vy as{ en Japdn se pro-
puso la adicién previa de gianamida cdlcica en los arrozales secos,
sirviendo ademis como fertilizante. (183)

La formacion de SH, por degradacién de protefnas, si no es ex~

cesiva, favorece tanto el desarrollo o sobrevivenclia de leptospiras,
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como el de otros microorganismos que a su vez favorecen a las lep-
tospiras. (Corsetti (184))

En opimddn de Van Thiel, (185), las leptospiras patégenas tie-
nen tendencia a dirigirse hacia las parites mis profundas, Esto po=
dria ser causado por una probakle produccidén de SH2 en el fondo
(1imo) por descomposicién dc materia orginica (186); durante el mo-
vimiento de las agnas, por ejemplo por la natacién, las leptospiras
son llevadss al resto de la masa 1lfiquida y aumenta 1la probabilidad
de infeccién.

Los microorganismos asociados pueden tener una influencia po-
sitiva sobre las leptospiras, como ocurre con las Thiobacterias y
Begglatoas y algunos hongos, o impedir su desarrollo, como lo hacen
las Vorticellas, (178) Durante las tareas de laboratorio, se obsep
va que frecuentemente cuando se contamina un cultivo, las 1eptospi-'
ras no son favorecidas e incluso se plerden, Otras veces, miAs rara-
mente, se halla una influencia favorable o nmula. Muchos autores
plensan que las patégenas son mis sensibles que las sapréfitas a 1la
influencia de los contaminantes, pero Zuelzer sostiene que no hay
diferencias,

Abdoelrachman (187) estudia este problema in vitro, empleando
varias cepas de leptospira y microorganismos del snelo, del agua, y
del intestino (hormal y patégenas) hallando sensibles dilfercncias de
acecién de distintos contaminantes frente a las varias cepas de lepto=
spira, aun cuando éstas pertenezecan al mismo tipo (p. ej. biflexas).

Respecto de las agunas intensamente contaminadas y 1{quidos cloa-
czcles, Noguchi (188)y dhang, Buckingham y Taylor (137) encuentran
sobrevidas rmy cortas, de pocos dlas o pécas horas., No obstante, se
han aislzdo cepas patdggnas de esos medlos (Alston) (189) y también
Liflexas (Leignarda) (1),

Addamiano (181) halla que en medios estériles de pH alealino,

a 302 C las patdgenas sobreviven 3-5 meses, pero si estdn oontaminsaso-
mieren riapidamente; en cambio a menores temperaturas sobreviven més,
No hay fendémenos de competencia entre sapréfitas y patégenas en el
agua,
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Adslamientos y estudios de cepas de leptospira de aguas de la
Remiblica Argentina

En 1952, R. Leiguarda (14k4) realiza un estudio sobre un eleva-
do mimero de muestras de dlversos tipos de aguas y liquidos cloaca-
les, a fin de determina? la influencia de los procesos de purifica-
cién del agua potable sobre las leptospiras, e intentar el alsls =
miento de cepas puras,

Empleando el agar de Zuelzer, resultan positivas el 100% de las
muestras de 1fquido cloacal, el 33-4k%7 de las agnas superficiales,
segin su origen, el 14% de las de pozo y el 0% de las de consumo,

La cloracién elimina completamente las leptospires.

No se observa influencia alguna del pi, entre 6,8 y 9,1, ni
tampoco coincidencia con la presencia de bacterlias coliformes,

El autor halla que el aislamiento de cepas puras mediante fil-
tracibén por bujfas Chamberland I 3, Berkefeld N o discos Seitz EKS
es sumamente diffcil de lograr, a causa del pasaje de contaminantes
al filtrado y a la elevada retencidén de leptospiras, ya sea filtran
do los cultivos contaminados del agar de Zuelzer o aplicando la fii-
tracibdn a las muestras antes de sembrarlas, en ese medlo o en el de
Savino y Rennella, que resulta mis favorable., Tampoco obtiene bue-
nos resultados medlante el pasaje rapldo por cobayo,

Luego de mumerosos intentos, logra aislar 6 cepas puras y 5
poco contaminadas, que enviadas al Instituto Malbridn para su enfren-
tamiento con colecciones de sueros inmines de leptospiras patégenas,
revelan no tener ninguna relacién con éstas.

Posteriormente Babudierl intente el aislamiento de leptospiras
de varias muestras de agua en la Argentina y el Brasil, mediante el
agar de Zuelzer y la filtracidén por discos Seitz. Los resultados son
publicados en Brasil a fines de 1952 (43), informéndose 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

Alres (cepa Buenos Aires). La primera, estid relacionada suerolAgd -
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camente econ la cepa Patoc 1 (luego se supo que ambas lo estédn con
el suerotipo semaranga), y en cambio la Buenos Aires es prdctica -
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 pals, empleando el medio de Zuelzer en
¢1 versidn original y modificada por Kolochline Erber, aplicando
tamblen las téenicas de Schilffner y de Appelman y van Thiel,

Jns autores obtienen con el medlo de Zuelzer mejores resultados
gque con el empleo de animales,

Para la puarificacién de cultivos contaminados de este medio,
recurren a las bujias Chamberland L3, los filtros Seitz y la técni-
ca de Schliffner, Medlante los dlscos Seitz, consiguen la purifica-
cién de una cepa proveniente de la fuente del Momumento de los Es~-
pafioles, de Buenos Alres, y la denominan Buenos Alres 2.,

En cambio, otra cepa que no mudo ser purificada con estos mé=
tcdos, es liberada de sus contaminantes por pasaje en medio de Kore
hof adicionado de penicilina G sédica ( 1.000 U/ml ), repicando al
cabo de 48 horas, La cepa se denomina Ranchos, por provenir de
ese arroyo.

El estudio antigénico de las cepas obtenidas frente a las ce=
ras y sueros de la coleccion de los auntores revela que la cepa
Tuenos Aires 2 es igual a la Buenos Aires, y 1la Ranchos es indepen-

diente,
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Las leptospiras acufcolas y su composicién antigénica

Hemes visto que algunos autores sostenfan que las leptospli-
ras acuicolas podian en clertas circunstancias adquirir patogeni-
cldad, y que hoy la opiniédn que prevalece es que éstas son inocuas
y no pueden transformarse en patégenas,

A medida que este punto de vista fué afirmidndose, el interés
por estos microorganismos fué recayendo sobre su estructura anti-
ginica, Shiga, Uhlenhuth y Grossman, Schiiffner y Mochtar, y Shio-
zawa hallaron que las cepas por ellos estudiadas eran independien-
tes y no exhibian relaciones sueroléglcas apreciables entre si,
Uhlenhuth, en 1937 (193), noté que alin de un mismo conducto de
agua es posible alslar diversos tipos suerolédgicos, y expresé que
las variedades serfan casi infinitas y muy diffcilmente podrfan
hallarse en la naturaleza cepas suerolégicamente equivalentes,

Incluso se ha sostenido que los caracteres antigénicos de las
leptospiras acufcolas son variables,y no pueden clasificarse suerc-
légicamente, Se realizaron algunos intentos de clasificacién de
leptospiras acufcolas en base a sus caracteristicas culturales:
Damon y Hampil (99) distingufan dos grupos, uno de los cuales desa-
rrollaba a 372 C, y el otro constaba sélo de leptospiras que cre -
cfan a temperatura ambiente,

Si bien las leptospiras sapré6fitas son antigénicamente dis-
tintas no sélo de las patégenas, sino incluso entre sf, pueden
hallarse en la naturaleza cepas afines, Asf, en 1930 Zimmermann
estudié 15 cepas, y hallé 3 afines; Bessemans y Thiry (19%) estue
diaron enatro (Gand 2, Gand 3, PsI y SS) y las hallaron igunles o
muy parecidas; Thiry,en 1931, encontrd ademis afinidad entre 3
cepas (Lierre, HatriVal y Ottinges), En 1939 Besserians, Witte -
bolle y Devuyst (195) estudiaron, entre otras cepas, las aeufeolas
WaZ, Wa Lelden, Wa?, OII , Tokio y Freiburg, hallindolas diferen~
tes, aunque relacionadas entre sf{, Las reacciones mis fuertes se
producfan entre las 3 primeras por una parte ¥ las dos vltimas p-w

otra, hecho notable por la gran distancis entre los origenes de
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dichas cepas (Tokio y Freiburg). Por otra purte, Kitaoka estudié
125 cepas 21 ¥ 26 ¥y las halld casi idéntlcas,

Los trabajos que acabamos de mencionar, asi como algunos
~tros de mis reciente data, (43, 79, 190,etc.) abarcan tinicamente
vn mimero limitado de cepas, Hasta el presente, el intento mids
cerio de esbozar una posible clasificaciédn de las leptospiras acuf-
colas, siquiera de modo preliminar, sigune siendo el trabajo de Ba~
:dleri y Archettli (138), realizado sobre 34 cepas, muchas de las
<11ales fueron alsladas por estos autores, Para ello emplearon el
agar de Zuelzer y la filtracién por Seitz EK, fraccionando el fil-
trado adleionado de suero de conejo, en & 8 5 tubos, De tal modo,
cn una oportunidad observaron el desarrollo en 4 tubos de un tipo
ie leptospira (4 1 B) y en el quinto de oiro tipo completamente
Aistinto (AM 1 b). y sefialaron la importancia del hecho, pues la
posibilidad de que en un cultivo de un mismo filtrado coexdstan
diversos tipos de leptospira, uno de los cuales puede ir prevale-
clendo a 1o largo de una serie de pasajes, debe tenerse en cuenta
antes de afirmar la producecidn de un camblo en 1los caracteres suew-
rolégicos,

Babudieri y Archetti hallaron que habia cepas vinculadas
entre s{ y otras independientes; distinguleron entre las primeras
4 grupos, I, II, III y IV, caracterizados por la presencia en cada
uno de un antfgeno comin a los integrantes del grupo: A, C, U y J,
Ademis, las cepas ubicadas dentro de los grupos I y II, estaban
frecuentemente vinculadas por otros ant{genos, By ﬁ, mientras
que los grupos III y IV eran independientes,

Puesto que es posible realizar un agrupamiento de aepas, su-
girieron que el mimero de antfgenos, si bien es muy elevado,( y
el mosaico antigénico es muy ecomplejo) es finito,

El comportamiento suerolégico de las cepas exhibia clertas
caracter{sticas particulares; en ocasiones se observaron agluti -
naciones con cepas heterdlogas a tftulos mayores que con 1la cepa
homéloga, hecho ya des2tipto por otros investigadores, M4s extra~

fio era en ecambio que con algunos grupos de sueros y cepas s no -
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taba que 1a aglntinascidn eruzada no tenfa lugar en las dos direc-
ciones, y profundizando el estudio de estos casos emitieron la hi-
%tesis de la existencia de un muevo tipo de antf{genos incompletos,
tales que provocarfan "in vivo" 1la formacién de anticuerpos, pero
luego "in vitro" no serfan capaces de reaccionar con bstos, (138,
196)

Segin los autores, esto podrfa expliear las aglutinaciones
con cepas heterdlogas a tftulo mayor que con la homéloga,y las
reacciones asimétricas de aglutinacién cruzada.

A pesar del extenso trabajo cumplido por Babudieri y Ar -
chetti, no existe hasta hoy clasificacién de L, biflexa; sin em -
bargo, en la ¥ltima propuesta de clasificacién del Género Lepto -
splra realizada por el Subcomité de Taxonomia de Leptosplira del
Comité Internacional de Nomenclatura Bacteriolégica se han incluf-
do algunas cepas acufcolas, en particular las relaclonadas con
L. semaranga, Precisamente estas leptospiras han hallado una apli-
cacién prictica.

En el suerodiagnéstico, es preciso enfrentar cada suero-
problema con una cepa de c/u de los suerotipds que pueden hallarse
presentes en el pals, en general, unos 10 2 20; en regiones ain
no estudiadas se requerirfia el empleo de todos los suerotipos co-
nocidos; esto implico un considerable gasto de materlial y tiempo,

Se observéd que la cepa biflexa Patoe 1 aglutina con todo sue-
ro humano positivo a leptospira, de modo que puede emplearse para
establecer la presencia o no de anticuerpos, como primera orienta-
cién. El fenémeno podria explicarse suponiendo que en esta cepa
el antf{geno S, comin a todo el género,es superficial. (31, 197,198)

Para sueros bovinos, la aglutinacién sélo ocurre con el 20%
de los sueros positivos; en cambio la cepa Sao Paulo reacciona con
el 40% de los mismos, Seri necesario buscar y ensayar nmievas cepas
biflexas,

Anfilogamente se ha estudiado el empleo de leptospiras bifloxas
en ensayos de sensibilizaciédn de eritrocitos, en forma de extracics
aleohélicos, (199,200) y en pruebas de fijacién de complemento {2C1)

aunque generalmente no son preferidas a las anteriores.
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MATERTIALES Y METODOS

Medios empleados y su utilizacién

1) Medio de Savino y Rennellg mwodificado.
Durante la primera parte

e este trabajo se empled el medio de Savino y Rennella modificado
(21) por reemplazo del suero ovino con sangre defibrinada hemoli -
zada de conejo, al 10%. En algunas ocasiones se empled al 5%.

En primer lugar se prepara el medio bisico mineral:

POYHKD .. .. ..cuue.. 2 g
ClNa ... .......... 3 "
SOyMg ... ... S 0,05 "
CloCa . ....... ev-.. 001

HoO bidestilada .... 1 litro.

Se lleva a pi 7,10 - 7,15, requiriéndose aproximadamente 3,7 ml
de HC1 1N por litro de solucién, Esterilizar en autoclave duran-
te 20 mimitos a 1 atmésfera, y una vez frio afiadir 0,5% de solucién
cstéril de hematina al 1%,

La sangre defibrinada hemolizada se obtiene vertiendo estéril -
rnente sangre de conejo extrafda por puncién cardfaca en un Erlen -
meyer que contiene perlas o anillos de vidrio y un volumen de agua
bidestilada igual al de sangre a verter. Agltar para defibrinar y
flltrar luego el lfquido por discos Selitz esterilizantes., Al afia-
dirlo al medio mineral se toma en cuenta la dilucién efectuada.

Inego se fracciona en tubos de ensayo tapados con algodén,recu-~
Llerto en gasa, oontroldndose la esterilidad por incubacién a 379C

caxrante 24 horas.

2) Medio de Korthof modificado por Babudieri.

Posteriormente hemos

empleado el medio de Korthof modificado por Babudieri (45) como se
utiliza en este Instituto de Zoonosis (46).
Se disuelve:
Proteosa peptona N2 3,Difco ..., 800 mg
ClNa .. e teeeiean 1,400 "

CO3HNa ... ... e, cee. 20
CloCa ... . .. et itencnnnn Lo »



ClIK .......... e ceseve HO M
POLHOK ... .. . 180 "
POLHNan,2H0 ... ..... cee...960 "
Acido nicoginico . e . 1"
Agua destilada .. ....... e. 1 litro.

Llevar a ebullicidén Qurante 30 minutos, luego completar al vo
limen Inicial y dejar en reposo toda la noche para decantar el pre
clrpitado, Luego se filtra por papel doble y se pasa a un Erlemme-
yor provisto de tubuladura de sallida baja, a la que esta unida una
cenpana de vidrio para fraccionamiento por medio de un tubo de goma
Atex Se esteriliza en autoclave durante 30 min, a 1% atm, y se
dcja enfriar, ©Se afiade 1 mg. de vitamina By, que se tiene ya
fraccionada en solucién estéril en ampollas, y por dltimo se agre-
za 5% de suero de conejo ligeramente hemolizado,

Este suero se prepara por filtracidn a través de discos Seitz
esterilizantes de un "pool" de sueros de conejos normales, El sue=-
ro de cada animgl se ensaya previamente mediante pruebas de micro~
arlutinacién para eomprobar que no aglutina las cepas de leptospira.

Los animales aptos son sangrados estérilmente por puncidn car-
A¥aca, parcialmente o a blanco, colocdndose la sangre en frascos
estériles que se dejan luego a temperatura ambiente para que se re
traiga bien el codgulo, y luego el suero extraldo se centrifuga a
2.000 rpm durante 20 mimtos, filtrdndose el sobrenadante por dis-
cos Seitz como se indicé.

Una vez preparado el medio, se fracclona en tubos de ensayo
“apados con algodén recubierto en gasa, a 5 ml por tubo. Se tinda-

1za 3 veces, a 562 C durante 30 mimtos, con intervalos de 8 horas
a 1 dfa, y se efecta control de esterilidad a 372 C durante 24 =
48 horas, El pH final del medio debe ser 7,2 = 7.k,

3) Medio con sulfanilamida.

Para purificacién de cepas contaminadas
mediante la sulfanilamida, se prepara una sqlucién de esta droga
en agua destilada, disolviendo en caliente 4 g en 10Q ml. Se deja
enfriar hasta unos 50 - 552 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 Xorthof, La concentracién final de sulfanilamida en el medic
debe ser de 4 g por litro,

Una variante utilizada cuando no se dispone del medio prepa =~
rado con sulfanilamida, es afiadir a cada tubo de medi? de Korthof
12 parte de solucidn estéril de sulfanilamida de 4 g/100 ml por
zacda mueve de medlo de cultivo, La solucidén de sulfanilamida y el
moedlo preparado con ésta deben ser de reciente elaboracién. Hemos
ohservado que en caso contrario se inhibe el desarrollo de las lep~-

toecpiras,

4) Medios con §0,Cu de Hizi y Csdka. (145)
En base al medio de Korthof

descripto pero sin 4cido nicotfnico ni vitamina B;,, y con 10% de
suero de conejo, se preparan los medios empleados por Fiizi y Cséka
para diferenciacién de leptospiras sapréfitas de patédgenas segin

la resistencia al Sohdu. En vista de los resultados obtenidos por
dacchione y colaboradores (72), de los que resultg que la mejor di-
ferenciacién se logra con diluciones de SOudu 1:40.000 y 1:100,000,
éstas han sido empleadas en todos 1los casos. En algunos se ensaya-
ron ademds las diluciones 1:30.000 y 1:200. 000,

Se prepara el medio de Korthof indicado con 10% de suero y se
coloca la cantidad necesaria en tantos frascos estériles como dilu=-
clones se llevarin a cabo. Por otra parte, se prepara una solucién
radre de SO,Cu al 1% en HpoO destilada y se esteriliza en autoclave,
afiadiendo luego a cada frasco con medio d4e Korthof la cantidad ne-
cesaria para obtener la dilucién final requerida, Obtenidas éstas,
se fraccionan en tubos de hemélisis a razén de 2 ml por tubo,; y se
efectiia el control de esterilidad,

Inego se siembra aproximadamente 0,2 ml de cada cepa en cada
dilucibén,por duplicado, incluyendo controles con cepas patégenas y
biflexas conocidas, empleando para ello cultivos de 8 dfas en lo po-
sible, de modo que estén en fase éptima de desarrollo, Se incuba
a 282 C y se realizan observaciones del desarrollo en cada tubo me-
diante examen microscépico al fondo oscuro, a los 3, 5 y 7 dfas de

incubacién,
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5) Medio de Korthof modificado por Babudieri y Zardi, (135)

Este me-
dio se emplea para Aiferenciacidén de leptospiras sapréfitas y paté-
genas, y se prepara y fracciona exactamente igual que el medio de
Korthof modificado por Babudieri, pero omitiendo el suero y la pep~
tona,

En él se siembran las cepas a examinar y controles de cepas
patégenas y biflexas conocidas, previo lavado de los microorganis=-
m2>s para evitar un gran arrastre de suero y peptona del medio ante=-
rior. Para ello se centrifugan 2 ml de cada cultivo en fase 6pti=-
ma de desarrollo a 10,000 rpm durante 20 mimtos, resuspendiéndo-
s3 los microorganismos sedimentados en igual volumen del medio sin
suero nl peptona. ﬁe esta suspensién se siembran 0,3 m}l por tubo,
por duplicado, Se reallzan ademis controles en medio con suero y
peptona,y se incuban todos a 282 C, El examen de vitalidad se efeg
tia al 32, 52 y 72 dfa, como en la prueba de Fiizi y Cséka, al mi -
croscopio de fondo oscuro., Cada 7 dfas se efectia un mievo repique
de cada cepa a otros tubos del medio sin suero ni peptona y se con-
timia el examen de igual forma, a efectos de determinar durante cuin

tos pasajes es capaz de mantener el desarrollo cada cepa.

6) Medio gufmicamente definido de Mailloux v Kolochine-Erber
Se em~
plea con el mismo objeto que el anterior, y se prepara del siguien=-
te modo: (148)
Solucién fisioldgica al 8,5 °/oo. ..... 100 m1
(1) Solucién buffer de SYrensen de pH 7,5.. 100 "

Solucién de asparagina M/10 . .. . .... 20 "
(2) Solucién buffer de glicocola de pH 8,2 LO "
Agua destilada . .. ....  ....... e... MO "

Llevar a pH 7,50.

(1) Buffer de SHBrensen: :
PORHNa,,2H20 ( 11,876 g/1 )=- 95 ml

POLHKy ( 9,078 @/1 ) mm=mm=m= 5 W
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(2) Buffer de glicocola:

(Glicocola 01 M =w=w- === 97,5 ml
éHONa LN ecmccmmccmmmeem 0,25 "
ClNa ===-=ceccccceccnae= - 1

EHzo --------------- c.s.p. 100 nl

( Llevar a pH 8,2
Se esterliliza o8l medio en autoclave y se afiaden 200 ng de vitamina
B1p. Se fracciona y tindaliza como el medio de Korthof.
Las siembras, repiques y exdmenes son en un todo andlogos a
los empleados con el medio de Korthof modificado por Babudieri y
Zardi,

7) Medlo sélido de Aktan y Ertu¥rul.(97)
Hemos intentado purificar

cultivos contaminados empleando este medio, preparado del sigulente
modo:

Se preparan 500 ml de una solucién 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 afiaden
20 ml de agua destilada estéril, Luego de algunas horas de con =
tacto a temperatura amhiente se filtra la soluci¥n de hemoglobina
obtenlda por disco Seitz esterilizante, se adipionan 50 ml de sue~
ro estéril de conejo y se tindaliza 3 veces a 562 C cada vez, con
intervalos aproximados de 8 horas., Iuego se afiade este 1lfquido al
medio con agar preparado, fundido y enfriado hasta 502 agproximada-
mente, Se fracciona en tubos, dejédndolos solidificar en posicidén

inclinada ("pico de flauta"). Se realiza control de esterilidad,

8) Medio gemigélido de Zuelzer modificado por Kolochine-Erber “('823

Zste medio se emplea para alslar de aguas leptospiras sapréfitas,

Agar ------ - = - W e e W™ = g
(1) Soluecidn buffer de S¥rensen, H 7,5 '750 ml

Agua destilada = = = = = = = = - ~ 2250 "

Sulfanilamida = = « = « =« = = =« = 12 g

(1) Solucién buffer pH 7,3: -
gPO).J‘INag M{15 v on an @ o0 0o 630 ml

POHoK  M/15 ======= 120 "
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Esterilizar a 1 atm, durante 20 mimitos. Se fracciona en frascos
de Roux estériles, a 100 ml por frasco,
Aparte, se prepara :

Yema estéril de huevo fresco =~= 10 ml
Agua destilada estéril ~-==-==e< 20 ml

Se afiade 1 ml a cada botella de Roux, se acuesta y se deja solidi-
ficar,

En este medio se siembran aproximadamente 25 ml de agua a
examinar y se deja a temperatura ambiente en la oscuridad, Se exa-
mina el 1fquido sobrenadante entre los 15 y 30 dfas aproximadamen-
te por microscopias de fondo oscuro, En caso de no haber desarro-
1llo de leptospiras, se contimia observando hasta 50 6 60 dfas,
Hemos hallado en varias oportunidades desarrollos muy tardfos.

9) Medio con tioglicolato para control de esterilidad.

Se usé con

la modificacién introducida por Brewer, con dextrosa e indicador
de Eg,preparado por B.B. L., disolviendo 3,85 g de polvo en cada
100 ml de aguna; se deja reposar 5 a 10 mimtos, calentando y agi-
tando hasta disoluciédn completa., Se fracciona en tubos de heméli-
sis hasta 1la mitad de su altura y se autoclava a 1 atm, durante
15 mimitos. E1 medio puede utilizarse mientras la oxidacién, indi=-
cada por el colorante, no sobrepase la mitad de la altura de la co=-
lumng 1fquida, Se conserva a temperatura amblente,

Segtin el fabricante, la composicidén es la sigulente :

(BBL 01=-135). .
Trypticase y Phytone (peptonasg)=-- 20 g/litro

Dextrosa =-c-crmemcccccncccccccca- - 10 "
ClNg ~=c-ceccccccew- ————eecmcece=-~ 5 1
POLHK, ======o=ee- e mee——-- ce———— 2"

Tioglicolato de Na ==-~=ccoccmcaw=- 1 " -
Azul de metileno =~=ececesmmecem-e- 0,002 g/l.
Agar w=-ce—cac-- et DT ST T - 0,5
pH - 7,2
Hemos empleado este medio para control de esterilidad al purificar
cepas, teniendo presente que algunos autores como Pokorny y Havlik
(172) sostienen que en medios para leptospira, en ocasiones los mi-

croorganismos contaminantes no desarrollan de modo tan wvisible,
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Animales empleados

a) Cobayos. Pucron utilizados en los primeros ensayos de als-
lamiento mediante filtracién "in vivo", y cen intentos aislados de
obtener un suero capaz de impedir el desarrollo de otros microor-
ganismos,

Se emplearon animalcs de 150 a 200 g de peso aproximadamente.
La inoculacién se hizo siemnre por v{a intraperitoneal, con los
rateriales y cantidades que se espcecifican en cada caso. Luego se
cbtuvo sangre por puncién cardfaca en condiciones de esterilidad,
y se empled ya sea sembhrando unas gotas en medios de cultivo o de~
Jando coagular y recogierndo el suero, segn el fin perseguido.

b) Conejos. Se utilizaron animales sanos, de peso no inferior
a 2 Klogramos, tanto para preparacién de medios de cultivo con
suero como para obtencidén de sueros hiperinmunes, aplicando las

Ltécni.cas que se describen por separadn.

Prenaracién de sueros hiperinmunes

Se obtuvieron en conejos que reunfan las condiciones sefiala-
das, Antes de su empleo, sz verificé la ausencia de anticuerpos
para leptospira, mediante las téenicas de microaglutinacién.

Se inocularon por via intravencsa (vena marginal), cultivos
vivos de la cepa de leptospira en fase éptima de desarrollo en me-
dio de Korthof, Los cultivos en general tenfan 8 dfas de incuba-
cibén a 282 €, y se inyectaron 2 ml. cada vez, en tres inoculacio-
nes a intervalos de 8 dfas. Seis dfas después de la Yltima, se ex-
trajo una muestra de sangre y se determiné en el suero el tftulo
homélogo. Cuando éste era bajo (menor de 1:10,000), se realizé una
cuarta inoculacidn, y una semana despuéds el animal fué sangrado a
bianco estérilmente por puncién cardfaca, y el suero recogido y
centrifugado se esterilizé por filtracién y fraccioné en ampollas
de 1 ml., que se cerraron a la llama con soplete evitando calentar
el contenido., Se guardaron ~n ~ongeladora a -202 C hasta usariac.

La técnica descripta es la utilizada en este Instituto ().
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Elementos filtrantes

1) Bujfas. Se emplearon dos bujfas Pasteur-Chamberland L 3
provistas de oliva en su parte superior para admisién del lfquido
a filtrar, que era recogido en tubos-Kitasato de 450 x 55 mm adap-
tados a las bujfas.

2) Discos Seitz EKg. Se utilizaron discos de 6 cm de didmetro
con soportes Seitz de tipo cerrado.

En los ensayos de filtrabilidad de leptospira se emplearon
discos de fabricacién alemana marca Kreuznacht.

3) Membranas filtrantes.("membranas moleculares")

Las primeras experiencias fueron realizadas con un soporte
"ISOPOR" (A.G.Chemical Co., Pasadena, EE.UU.) para membranas de
47 mm de diédmetro, marca Millipore (Millipore Filter Corp., Bed -
ford, Mass., EE.UU.). Las membranas eran tipo HA (didmetro de poro,
segin el fabricante, 0,45 n 40,02 p), blancas, sin retfculo.

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 1212 C durante 20 minutos, asf como
descompresiones bruseas que suclen desgarrar la membrana. El Kita-
sato destinado a recoger el 1lfquido se esterilizaba por separado.

Luego se dejaba secar en estufa a temperatura inferior a X20¢C;
la membrana no es estable en presencia de oxfgeno a temperaturas
superiores a 125eC, seguin el fabricante.

Posteriormente se trabajé con soportes Millipore para membra-
nas de 13 mm de didmetro (adaptadores "Swinny"), para jeringa hipo-
dérmica a bayoneta, tipo Luer-Lok.

Como se aprecia en la fotograffa N2 1, el sistema consiste
en la jeringa, una cabeza roscada macho, una smpaquetadura-amillo
("O-ring") de Teflon, la membrana con 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
hembra dentro de la cual entra todo el sistema deseripto y es ajus-

tado por acciédn de la rosca, y una aguja para jeringa con pico Luer~
Lok.
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Foto N2 1

Este sistema, excepto la membrana, era cuidadesamente lavado
y sécado en estufa dentro de una caja de Petri. Antes de armarlo
se verificaba la ausencia de particulas o rasgufios que producen
pérdidas durante la filtracidn, examindndolo con una lente de au-
mento. La membrana se colocaba en su puesto mediante las pinzas
de picos planos y pulidos, que se ven en la foto, para evitar que
la dafieny y el swinny se ajustaba con unas pinzas especiales como

se v8 en la foto N2 2

Foto Ne 2

Con la aguja colocada y protegida por un tubo de hemélisis, el

swinny se colocaba dentro de un tubo de mayor tamafio, se tapaba cou
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un capuchdn de papel y se esterilizaba en autoclave con las pre-
cauclones ya mencionadas.

Por su partes la jeringa, con otra aguja que servia para as-
uvirar el lfquido a filirar, se estcrilizaba en un portajeringa.
En la foto N2 3 se aprecian los elementos descriptos y las cajas

con los distintos tipos de membranas empleados.

Foto N2 3

Luego de la esterilizacidén en autoglave, se reajustaba con
las pinzas especiales el swinny, porque el Teflon tiende a defor-
marse ligeramente durante el proceso. De lo contrario pueden prn-
ducirse pérdidas durante la filtracidn.

Lo dicho hasta acéd es vdlido para las membranas tipo HA (poro=
Oy45 n+0,02 1), PH (poro = 0,30 1 %0,02 n) y GS (poro= 0422 n =
0,02 n), no asf para los tipos VC (poro= 100 mp* 8 mp) y VM (po-
ro= 50 mp:f3 mp), pues estas filtimas no pueden ser autoclavadas y
deben esterilizarse sin calentarlas, por métodos tales como la es-
terilizacidén gaseosa, la luz ultravioleta o radiaciones de otro
tipo.

Empleamos el éxido de etileno (reactivo BDH) envolviendo en
sobrecitos hechos con papel manteca las membranas a utilizar una
por una, y colocdndolas después envueltas juntas en un reciplente
de vidrio con tapa esmerilada lubricada con vaselina=-parafina parc

lograr un cierre hermético.



68

Dado que el oxido lfguido es un poderoso disolvente, hemos
evitado c¢l contacto con las mcmbranas colocdndolo en un tubo tapa-
do con algoddn dentro del reciplente. Se calculd un exceso de re-
antivo, de modo de lograr una esterilizacidén segura.” Después de
24+ h de contacto con el gas, se retiraron y dejaron ventilar las
membranas envucltas para eliminar el gas esterilizante.

En este caso los soportes swinny eran autoclavados por sepa=-
rado y luego se colocaba en su lugar la membrana estéril en el
soporte ya seco, mediante pinzas estériles, ajustdndose luego el
soporte son las pinzas especiales,

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, ihoculdndose
los tupos de medio de Korthof con el filtrado como se ve en la fo-

to No 4

Foto N2 L4

Luego, con el propio swinny y su aguja se colocaba una gota

sobre un portaobjetos para el examen del 1lfquido filtrado.

Muestras de agua

Fueron recogidas en frascos estériles, y filtradas y sembra-
das lo mds rdpidamente posible. En general fueron mantenidas mien-
tras tanto a baja temperatura (aprox. 102 C), y frecuentemente pro-

cesadas el dfa de su recolecciédn o al dfa siguiente.
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Observaciones microscédpieas

En la primera parte de este trabajo se utilizé un microscopio
Carl Zeiss-Jena, con condensador de fondo oscuro, ocular 15x y Ob=-
jetivo 50x, trabajando con preparados realizados ent;; portaobje=-
tos y cubreobjetos,

Posteriormente dispusimos de un microsconio binocular Relchert
e71iid.pado econ "focostat" y condeasador de fondo oscuro, objetivos
10x, 20x, 40x y ocular 12,5%, con el cual fué posible omitir el
cubreobjetos y realizar en un mismo portaobjetos un mimero de ob-
servaciones, dividiéndolo nmediante trazés con 1liplz dermogridfico
en cuadros individuales en los que se depositaba  con el asa la go-
ta a examinar, De ordinario se empleo el aumento menor, especial-
mente para efectunar una serle grande de observacioné;f como al leer
reacciones suerolégicas de microaglutinacién o examinar el desa -
rrollo de cultivos, Empleamos como lfigquido de contacto entre por-
taobjetos y condensador, agua glicerinada, como ya se utiliza en
otros laboratorios sin experimentar desventajas notables por la di-

ferencia de fndice de refraccibdn, v facilitando la limpleza.

Estudilo sueroléglco do cepas ailsladas

El procedimiento seguido en el estudio sueroldgico de las ce=
pas aisladas ha sido el siguniente:

12) Prueba de microaglutinacidn ( Martin y Pettit ).

Se enfrenté 1la cepa probloma c&h los inmunosueros de 1lo0s

18 suerogrupos de leptospiras patédgenas (Clas%ficacidn OMS/FAOQ,
1959) y de cada una de las cepas birlexas que Se poseen en la co-
leccibén de este Instituto, asf{ como *ambién fr;;te a los sueros
hiperinmines preparados con las cepss que hemos aislado,

Se emplearon dos diluciones, 1:100 y 1:1.000, para evitar un
posible error frente a un fenémeno de rona negativa,

Cuando la reaccidén era positiva, s« repetia enfrentando a diln
ciones mayores el suero reaccionante cén la cepa en estudio, y con
"la cepa hombloga, a fin de determinar el titulo y la dilucidén 1i-
mite en que 1la aglutinacién tenfa 1lngar eon la cepa examinéda,
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AdemAs, en 10s casos en que se obtuvo resultado positivo a
un suerogrupo, se investigd la cepa frente a los suerotipos de
leptospira que componen ese suerogrupo, determinando también el
titulo miximo,

Con esos datos, se calculd el porcentaje del titulo homélogo
como indican Wolff y Broom,

Para aquellas cepas con las que se preparé el suero hiper-
inmune, se efectud la prueba contraria, es decir, enfrentando di-
cho suero con la cepa eleglida de cada suerogrupo, con la coleccidén
de cepas biflexas y con aquellas que habfamos aislado y sometfamos
a estudios antigénicos. EL procedimiento era anilogo al anterior,

Las reacciones se llevaban a cabo preparando en una baterfa
de tubos de hemélisis esterilizados dlluciones de los sueros con
solucién fisiolégica, partiendo de 1:10. De cada dilucién se co=-
locaba luego 0,05 ml en cada tubo de una serie con tantos tubos
como antfgenos se iban a emplear; ademéds se preparaba para cada
antfgeno un testigo, con 0,05 ml de solucidén fisiolégica en vez de
dilucién de suero,

Luego se agregaba a cada tubo O,45 ml del antf{geno correspon-
dlente, obteniéndose asi las diluciones finales que parten de 1:100,
se agltaba ligeramente, e incubaba a 372 C alrededor de 2 horas,
leyéndose 1luego los resultados al microscopio de fondo oscuro,

Cuando no se conocia el orden del titulo, se realizaban como
primera orientacién diluciones 1:100, 1:1,000, 1:10,000, ... ¥y
posteriormente se efectuaban diluciones intermedias,

Se tuvo presente que no es convenlente hacer dilucliones meno=-
res de 1:100, pues los tftulos de los sueros son siempre mucho mids
elevados y a hajas diluciones tienen lngar con frecuencia agiti-
naciones no especi{ficas,

Los antfgenos eran suspensiones vivas de leptospiras, con
buen desarrollo, en medio de Korthof, de no mis de 15 dfas,

Se verificaba la ausencia de "aglutinaciones" en ellos, antes
de emplearlos, y, en caso de haberlas, eran eliminadas previamente

mediante centrifugacidén a baja velocidad, empleando el sobremadante,
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Cuando los cultivos eran muy ricos, se dilufan con solneiédn fisio-
16gica,

Se consideraba dilucidén 1imite al efectuar las lecturas, a=
guella en la cual el 50% de los microorganismos quedan libres, sib
aglutinar, Este 1imite es generalmente aceptado por razones de ér-
den préztico.

En la foto N2 5 se aprecia:

a) b)

c) d)

Foto N2 §

a) el aspecto que ofrece tanto un testigo como una reaccién nega-
tiva; b) una reaccidn positiva, con el 50% de aglutinacidn; e) agly
tinacién intensa o total. Quedan escasas leptospiras libres; d) re-
aceidén muy fuertemente positivaj; précticamente no hay leptospiras
libres, y los micleos de aglutinacién son muy compactos, Estos ti-
pos de aglutinaciones sélo se ven con leptospiras vivass Como vere-
mos en seguida, con anti{geno formolado el aspecto es diferente,
22) Pruebas de adsorcidén de anticuerpos.

Aproximadamente 300 ml de cultivo de la cepa a emplear pa-
ra adsorcién, que habia alcanzado su d?sarrollo 6ptimo en medio de
Korthof, se formolaban adicionando 5 O/00 de formol al 40%. Se cen~
trifugaba a 10,000 rpm durante 30 mimtos, examinando el sobrena=-
dante antes de descartarlo para asegurarse que se habfa logrado v
buena sedimentacidn,

El sedimento era resuspendido en 1 ml de suero a adsorber dl-
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nfdo a tftulo standard 1:1,000 y se dejaba en contacto 24 horas
a temperatura ambiente,

Luego se centrifugaba aproximadsmente durante 20 mimtos a
2,000 rpm,y con el sobrenadante se cfectuaban reacciones de micro-
aglutinacidn, partiendo de diluciones 1:10, empleando antigenos
formolados al 5 ©/co. Se verificaba que la adsorcién habfa sido
correcta, comprobando que el suero ya no aglutinase la cepa empleg
Ca para adsorberlo,

Las reacciones se llevaban a cabo dejando en contacto el sue=
ro adsorbido con las cepas ensayadas durante no menos de 4 horas,
a temperatura ambiente, Las lecturas se realizaban al microscopio
de fondo oscuro,

Al efectuar estas pruebas, el testigo debe permanecer sin
aglutinaciones, y tener un aspecto similar al del empleado en las
pruebas con antigeno vivo, excepto la inmovilidad de los microor=-
sanismos muertos, como es légico,

Las aglutinaciones (reaceidn positiva) ofrecen en cambio un
acpecto muy distinto, siendo mucho menos compactas y en forma de
masas irregalares, como se observa en la foto N2 6

Podemos afladir que con clertos tipos de leptospira se pro =
ducen aglutinaciones con antigeno vivo en forma de haces y no de

glébulos méds o menos esféricos,
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PARTE EXPERIMENTATL

Ensayos preliminares

Los primeros ensayos de alslamiento de leptospira fueron rea-
11zados mediante la aplicacién de la técnica de filtracién rdpida
"in vivo" por cobayo, segin Schiiffner ( 256), sembrando 3 a 5 go-
tas de la sangre obtenida por punciédn cardfaca, en el medio de Sa-
vino y Rennella modificado ya descripto, En estec mismo medio se
sembré también directamente la muestra de agua en cantidad de
0.5 ml por tubo con 10 ml de medlo de cultivo. ﬁado que las Oob =
servaclones realizadas de las muestras revelaban que el mimero de
leptospiras presentes en ellnas debfa ser muy escaso, pues no se
observaban habitunlmente al microscopio, se intentd ecumentar 1la
probabilidad de éxito aplicando una téenica de concentracién de
leptospiras por centrifugacién diferencial, andloga a la utilizada
por Wolff para dingnéstico de leptospliras en sangre medinnte egza=
men microscédpico al fondo oscuro (44). Van Thiel y Schiiffner tame=
bién recomiendan centrifugnr la orina en la que se desea demostrar
microscédpicamente la presencia de leptospleas.,

En experiencias orientativas realizadas por nosotros sobre
muestras de agua adicionadas con una pequeila cantidad de cultivos
de leptospliras, hemos observado que la centrifugacién a 1,000 rpm
aproximadamente durante 5 mimitos no afecta apreclablemente la con
centracién de leptosplra, pero se logra una concentraciédn conside-
rable a 4,000 rpm durante unos 30 mimtos,

En algunos casos se han obtenido cultivos intensamente conta=-
minados en los que se sospeché la presencia de leptospiras, los
que fueron filtrados por cobayo, con resultados siempre negativos,
mediante la técnica de Schlif fner mencionada, El resultado de las
12 primeras experiencias nos indicéd que en el medio de cultivo em-
pleado no conviene sembrar la muestra de agua porque el desarrollo
de otros microorganismos es tan rédpido y abundante que impide el
de las leptospira. Tampeco ha dado resultado el pasaje por cobavo.

Con una muestra posterior (nmimero 13) se intenté aislar wnica-
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mente por pasaje por cobayo, y simmltédneamentse realizamos una ex-
periencia de orientacién (mimero 13 A) adicionando a una porcién
de la misma un cultivo de Leptospira biflexa (Wa Z) en proporcidn
del 2 ©/00, resultando que ni adn inoculando una gran cantidad al
cobayo fué posible recuperar la cepa en hemocultivos practlcados
a los 15 y 60 mimitos,

Ello indicarfa que el método es poco seusible y que la téeni-
ca de filtracién por cobayo requiere la ivesulacién de material
muy rico en leptospiras, como se hace para purificar eultivos con-
taminados, y no resultarfa muy adecuada para aislar cepas patége=
nas y biflexas del agua.

El resultado resumido de todos estos ensayos se expone en el
Cuadro N@ 1 . Como no se deseaba emplear medios de cultivo como
los de Zuelzer, Hindle, etc., que sélo permiten desarrollo de lep=-
tospiras no patégenas, se intenté en una serie de experiencias lo=-
grar un medio mds favorable para leptospiras para su eventual ais~
lamiento posterior, empleando sustanclas activadoras del desarrollo
y factores de crecimiento de leptospiras segin Savino y Rennella
(91). Se usaron el medio bdsico mineral de los autores menciona=-
dos, el autolizado de levaduras teniendo en cuenta su contenido
en nitrégeno, la hematina y la vitamina B=-12, Se empleb para esta
experiencia una miestra de agua en la que se observaron por examen
microscépico al fondo oscuro algunas leptospiras, aunque en nfmero
muy escaso, Esta miestra procedfa del mismo sitio que la N2 2, mep
cilonada en el cuadro Ne 1

En la ptimera serie de pruebas no se afindié medio mineral, de
modo que las sales presentes eran exclusivamente las que la propia
miestra contenfa, Las experiencias se hicieron por duplicado y
se detallan en el Cuadro N2 2

En la segunda serie se sembraron 0.3 ml de la maestra en 10 ml
de medio bdsico mineral estéril con los activadores y factores de
crecimiento, Se realizé tambien por duplicado y se detalla en el
Cuadro N2 3

Todos los tubos fueron incubados a 282 C - 302 C,
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Cuadro N2 2
Tubo NO Muestra . Vit,B-12 A.L.  Hematina
1 10 ml 0,05 m6 0,05ml 0,05 ml
2 " 0,05 ml 0 0,05 ml
3 " ) 0,05 m1 0,05 ml
L " 0,05 m 0,05m O
5 " 0 0 0,05 ml
6 " o] 0,05 ml o]
7 " 0,05 ml1 o 0
8 (controles) " 0 0 o
Cuadro N2 3
Tubo N2 Vit B=12 A.L, Hematina
1 0,05 ml 0,05 ml 0,05 ml
2 0,05 ml 0 0,05 ml
3 0 0,05 ml 0,05 ml
4 0,05 ml 0,05 ml 0
5 0 0 0,05 ml
3 0 0,05 ml 0
7 0,05 ml 0 0
8 (controles) O 0 0

Nota: A_L.~ solucién de autolizado de levaduras, de 0,5 g N/100 ;
Vit B-12 ~ solucién de 1 pg/ml de Vitamina B=12,
Hematina = solucidén de 1 mg/ml,

Observaciones semanales, reallzadas hasta las 8 semanas, no
evidencian ningdn efecto favorable sobre las leptospirne origtmnarig
mente presentes en la mestra, Persiste la contaminacién aproxima-
damente al mismo nivel anterior, ¥ ademis no se pudo detectar en
ningin caso la presencia de leptospira al fondo oscuro,

Por ello, sliempre sobre la misma base, hemos intentado emplear
medios mis favorables con los siguientes elementos:

a) Blosate (Extracto de Levadura e Hidrolizado pancreitico
de casei{na ) BBL,
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b) Acidicase (hidrolizado 4cido de caseina) EBL.

c) Extracto de levaduras BBL.
siempre sobre la base del medio mineral bdsico de Savino y Renne=-
lla y 1la hematina como factor de crecimiento.

Medio 1) Biosate =—-wm=-=- -

- % N
Hemating ===--=w==- 0,005%
Medio Mineral de Savino y Rennella.

Medio 2) Extracto de Levadura 1%
Acidicase ======- -
Hemating --=-==ee-= 0,005%
Medio Mineral de Savino y Rennella
Se fracciona y esteriliza a % h., % atm., (a 10 ml por tubo).
En estos medios, mis apropiados seguramente que los anterio=-
res para el desarrollo de leptosplras, sembramos por triplicado
5 gotas de un cultivo bien desarrollado de Leptospira biflexa (WaZ),
de medio con 5% de sangre de conejo. Se logré que la cepa desa=-
rrolle algo en ellos, mantenléndose durante 4 repiques efectuados
cada 25 dfas en el primer medio; 1luego no se continuo la expe=~
riencia. En el segundo, crecid apreciasblemente menos, y se perdid
en el 3er replque. En este caso ello podrfa indicar que, al menos
para esta cepa, el hidrolizado enzimidtico resulta mds favorable
que el 4cido, probablemente por su diferencia en contenido de
triptofano y vitaminas a causa de la hidrdolisis 4cida, que los
afecta, 0 al tipo de péptidos que resultan de tales tratamientos
de la casefna, Se observa en estos cultivos la presencia de michas
formas larges, hasta 10 veces la longitud usual, como Zuelzer las
observara en medios de cultivo con suero de asno, segin Austoni (2)
Hemos considerado mmertas las leptospiras imméviles, y hemos

contado las activamente méviles por separado al dar el mimero de

Leptospiras por campo en el cuadro N2 4

Muestras de agua sembradas en estos medios produjeron desa-
rrollo muy rdpido y abundante de microorganismos contaminantes y

no de leptospiras, por 10 que no son aptos para mestros fines,



Medio Primer repique

77

Cuadro N L

Segundo repique

Tercer repique Cuarto repiqu

NQ Observaciones Observaciones Observaciones Observacione:=
A los A }os A los A los A los Azéos A los A2§09
13 2 13 25 13
dfas dlas dfas dlas dfas Adfas dias dias
4w5 I/C se man- 15 L/C 5 L/C
tiene
igual Igual Igual
que que
1 Muchas Escasas - repique repique
L.1. " L.1l. anterior. anterior,
Pocas L. " 5 1L/C 10=20
muertas mertas L/C
muertas
2 L/C. 2 L/C
Muchas Todas Ignal No
2 L.1. son que hay
L.le repique desa= -
anterior rrollo.
807 L. 80% L.
muertas muertas
Nota: L/C ~ mimero de leptospiras por campo,

L.1. - formas anormalmente largas.

A partir de este momento, ensayamos técnicas de filtracidn de
miestras por dlversos sistemas flltrantes, antes de sembrar en me=
dios no selectivos, que permiten el desarrollo de leptospira, Qui-
simos as{ separar en lo posible la contaminacién de las leptospiras
previamente,

Se trabajé con muestras del lago del Parque 3 de Febrero, en el
que se habfan observado algunas leptospira por examen al fondo oscu~
ro. Se tomaron muestras de 250 ml, se las filtré por papel de fil=-
tro estéril de poro cerrado para eliminar en parte la materia sus =
pendida y se disolvié Blosate en cantidad necesaria para tener soju-
cibén al 24, ILuego se filtréd por bujfa Pasteur=Chamberland I 3 en
un tubo Kitasato aplicando vacio.

Los filtrados aparecian estériles al fondo oscuro,
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- Una parte, (A) se fracclonaba estérilmente en 10 tubos, a
10 m1 en c/u.

- Otra parte, (B) ern inoculada en 10 tubos, conteniendo cada
uao 1C ml, de medio mineral de Savino y Renneclla, 2% de Biosate y
0,005% de hematina. El indculo era de 1 ml por tubo, En esta se~
rie B se suministraba a las posibles leptospiras viables conteni-
das en el inéculo un medio en ¢l que la hematina y las sales esta=-
rfan en mejores condiclones que en (A).

Al rosto del filtrado se afindfa 10% de sangre defibrinada he-
molizada de conejo y se dividfa on dos partes:

- Una p~rte (C) se fraccionaba en 10 tubos, a 10 ml por tubo;

- Otra parte (D) se sembraba en 10 tubos del medio descripto
en (B), a 1 nl por tubo,

Para controlar la aptitud de los medios empleados, en dos tu=
bos de cada serie (A.B.é y D) se sembré una gota de un cultivo bien
desarrollado de Leptospira biflexn (Wa Z); so observdé a los 7, 22
v 30 dfas de incubacién n 28 ~ 302 C, En los controles se pudo
aprecir desarrollo de leptosplira, pero en todos 1los demfs no hubo
desarrollo alguno de estos microorgnnismos, permaneciendo ecstériles
O0¢ 2 veces, contaminados,

En una oportunid~d se observé ol desarrollo en dos tubos de
12 serie B, de un microorganismo semcjante a Spirochaeta plicatilis,
que no desarrolld posteriormente en repiques efectundos en medios
basados en los mineralgg de S~vino y Remnella, con y sin sangre
defibrinada de conejo y/o peptona como la descripta (Bilosate).

Sobre una muestrn proveniente de Arroyo del Rey (Llavallol),
en la que también se habfan observado una o dos leptospiras, se prg
cedié como en 1la serie é Unicomente, empleando otra bujia L3. Todos
los tubos permanecieron estériles avn 2l mes de incubacién,

No hnbiendo logrado que las leptospirns observadas en las mueg
tras desarrollen en el filtrado hemos querido tener idea acereca de
qué retencidén de leptospiras efectuaban las bujfas L3. para 1o cual
renlizamos 1la 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 afiadié 1 ml de un cultivo
bien desarrollado de Leptospira biflexa (Wa Z), Se homogeneizé, y
se observaron en el microscopio uruas 10 leptospiras por campo, con
buena movilidad.

Filtramos por papel de filtro de pcro ccrradoy sin observar
variacién apreciable en el contenido de leptospira. Luego filtra-
mos por bujfa L3, En el filtrado no se observaron leptospiras. Se
afiadi$ 10% de sangre defibrinada hemolizada de conejo y se sembrd
1 ml en c¢/u de 10 tubos de medio pipsral con 2% de Biosate., El res-
to del filtrado se fracciond estérilmente en 10 tubos.

Se incubd y observé el estado de los tubos al microscopio de
fondo oscuro a los 8 dafas y al mes:

Cuadro N2 5

Tubos inoculados con 1 ml del Tubns dal filtrado con 10% de
filtrado: sangre d~fibrinada hemolizada,
fracecionado
Tubo N2 8 dfas 30 dfas Tcho N2 8 dfas 30 dfas
1l E C 1 E E
2 It E 2 1] 1
11} " 1" 1]
5 y y L c ;
5 1] 1] 5 E E
6 C (] 6 n "
g E E 7 C C
1 " 8 E E
9 it n 9 C c
10 " " 10 E E

C - contzaminacidn
E - estéril

Como se observa, en ningdn tubo hemos tenido desarrollo de leptospi

rase«

Dado que disponfamos de dos bujfas Pasteur-Chamberland L 3,
emos querido repetir el ensayo de filtrabilidad con ambas btuifar,
por sl los resultados de la anterior experiencia se debiesen a ra-
racter{sticas de la unidad empleada anteriormente, Esta vez 5o ob-
“uvieron por dilucién de 1 ml de cultivo de L.biflexa (Wa Z) cada
100 ml de medio mineral estéril, suspensiones con 1 L/campo, quo

se flltraron y recogieron sobre sangre defibrinada hewolizada de co
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nejo (5%4), y fraccionaron en tubos estériles en cantidad de 10 ml
por tubo, obteniéndose 22 para la bujfa N2 1 y 21 para la N2 2, El
filtrado no reveld leptospiras al microscopio, y a dos tubos de ca-
da filtrado se inoculé 1 gota de cultivo de Leptospira biflexa (WaZ)
como control de la aptitud del medic, Examinado a lecs 21 dfas, los
controles tenfan un desarrollo abundante, pero en los 39 tubos res-
tantes no hubo ningdn desariollo y permanecieron estériles, aﬁp al
mes de incubacidn,

Por tanto la retencién es may grande o total, no dehiendo es-
perarse hallar f4cilmente Leptospiras en el filtrado, al menos en
condiciones similares a las nuestras, en las que hemos imitado una

muestra de agua ya excepcionalmente rica en Leptospira.

Hemos querido luego ensayar los discos Seitz EKg, esterilizan-
tes. Sobre ellos no hemos filtrado muestras de aguva, sino directa=
mente realizado 4 experiencias de filtrabilidad, como la anterior-
mente descripta para las bujfas, Empleamos para esto discos alema=-
nes originales, marca Kreuznacht., Los resultados han sido los mis-
mos que para las bujfas, de lo que deducimos que la retencién con
estos filtros es también muy grande y no se adaptan para nuestros
fines,

Ensayamos ahora como elementos flltrantes las membranas mole-

culares.

1) Ensayo de filtrabilidad. Emplecamos el soporte Isopor para

membranas de 47 mm de didmetro y las membranas Millipore tipo HA
descriptas,

De un cultivo rico de Leptospira biflexa (WaZ) se tomaron
545 ml (contiene unas 100 leptospiras por campo); se centrifugd a
,000 rpm durante 30 minutos y se tomaron 5 ml del sobrenadante (cnuy
clene unas 5 leptospiras por campo), que se filtraron por el siste-
~a descripto armado sobre un Kitasato estéril.,

El examen del filtrado reveld la presencia de 1 leptosplra za-
1a 3 campos examinados, por lo que el sistema evidentemente dela

pasar un ndmero muy apreciable de Leptospiras, activamente méviles.
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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 dfas; ya a los 7

dlas hay 5 L/C.

2) Separaci.én de Ieptospira pura de una muestra de agua adi-

cionada de Leptzspira. Tomamos una muestra del lago del Parque 3

de Febrero que nos ha servido para la mayor parte de los ensayos
antaLiocres.

Separamos el ppdo. grueso por centrifugacién a 2,000 rpm du -
rainte 20 min,, a 102 Cy y a 100 ml del sobrénadante le anadimos un
concentrado de leptospira preparado como se indica a continuacién;x
obteniendo una muestra con 6 leptospiras por campo. Un cultivo de
la cepa Wa Z bien desarrollado ( 60 leptospiras/campo) se centrifu-
gé a %,000 rpm durante 45 minutos, y el sedimento se afiadié al agua
ael lago.

Se filtré por Millipore HA, observdndose que los primeros 30 ml
fiitran muy rdpidamente, bajando luego la velocidad. Se corté el va-
¢fo; el examen del filirado revelé 1 leptospira cada 10 campos; se
inoculd este filtrado, en el que no se observaban otros microorga-
rismos al microscopio, en 5 tubos de medio de cultivo, sembrando
2 = 3 . gotas en c/u.

3e observé el desarrollo en estos tubos, hallando a los 20 dfas
uno contaminado sin leptospira, y cuatro con cultivos en desarrollo,
puros, el gque recién al mes es abundante. Por ello hicimos indcu-
los mayores en lo sucesivo

Aplicacién de la filtracidédn al aislamiento de cepas nuevas

Se tomé, el dfa 12-IV-1962, una muestra del lago del Parque 3
¢e Febrero, en el que se vieron, varias veces, algunas Leptospira
irectamente, Contiene bacterias diversas, algas, protozoos y de -
tritus. Se eliminé el ppdo. en parte, centrifugando 5 min, a 102 C
2 2,000 rpm. El sobrenadante se filtré por Millipore HA, hasta no-
tar disminuclién de la velocidad de pasaje. Se recogieron 60 ml de
un 1fquido 1fmpido que parecfa 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 tie
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ne 10 ml de medio de cultivo y se siembra 1 mt de filtrado en c/u),
y se incubaron 20 dfas a 28-302 C, plazo al cabo del cual fueron

examinados con el siguiente resultado:

Cuadro Ne 6
Tubo
20 leptospiras por campo y espiroquetas cortas
Espiroquetas cortas dnicamente
Estéril
20 leptospiras por campo, cultivo puro (cepa A 2)

1
2
3
L
5 10 leptospiras por campo y espiroquetas cortas.
6 10 leptospiras por campo y esplroquetas cortas

7 Espiroquetas cortas tdnicamente.

8 150 leptospiras por campo, cultivo puro ( cepa A 1 )
9 estéril

10 espiroquetas cortas dnicamente.

Estas fueron nuestras primeras cepas aisladas; sélo conser-
vamos las que resultaron puras; es de notar que en repiques poste-
riores, la cepa A 1 pasé a desarrollar mucho menos que la A 2,(al
contrario de le que ocurrié en el momento de aislarlas), haciéndolo
mejor con cantidades de suero de conejo mayores, ain en presencia
de Vit., B-12 en medio de Korthof. Por ello, supusimos que pudieran
ser distintas, cosa que fué comprobada luego al realizarse su estu-
dio antigénico; en este sentido parecen ser independientes por com-
pleto entre sf y frente a todas las otras cepas ensayadas, Diremos
también que A 1 exhibfa una gran tendencia a autoaglutinarse, que
fué desapareciendo luego de numerosos pasajes en medio de Korthof,
pudiéndose asf al fin emplear como antfgeno vivo para su estudio

suerolégico, realizado en el Instituto de Zoonosis de INTA en 1963

18-1V-1962
Muestra del Rfo Matanzas., Altura de "La Salada'.
No se ven leptospiras al fondo escuro,en un examen directo.

1) Eliminacién ppdo. grueso a 1,200 rpm, 10 min, a 102 C,

2) Concentracién: 10,000 rpm, 15 min. a 102 C. Reducciédn de
500 ml a 30 ml.
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3) Filtracién Millipore HA: Estéril al fondo oscuro,

4) Siembra: 1 ml en ¢/u de 10 tubos del medio de Savino y
Rennella modificado,

5) Observacién: se efectué la primera a los 15 dfas, hollén-
dose todo contaminado, con bacterins de tamafio miy grande inclu-
sive; probablemente se trata de una falla del filtro, o pequefia

desgarradura durante el armado,

9=V =1962 .
¥aestra del Rio de la Plata, Espigén del Club de Pescadores,
250 m de 1la costn.

1) Eliminacidén del precipitado grueso: centrifugacién 2
2.000 rpm, 1092 C, 5 mimtos,

2) Filtracién por Millipore HA: se recogen unos 50 ml, El
filtrado porece estéril al microscoplo de fondo oscuro,
Sc siembre 1 ml en c/u de 10 tubos de medio de Savino y
Rennella modificado como sc menclond,
3) Observacidn: n los 9 dins en algunos tubos ya hay desarro=-
110 escaso. Se observan todos a los 20 Afas de sembrado: L tubos
contienen cultivos puros de Leptospira: los denominamos B 1, B_2,
B3, vy B4 Otros tres, contienen Leptospira con otras espiroque-
tas. El resto, espiroquetas puras y/o contaminadas con otros gér-

menes., La cepa "B 4" no crecié en repiques posteriores y se perdié,

15-V=1962

Muestra del mismo origen que la del 18-IV-1962_(R{o Matanzas,
altura de La Salada. )

Esta vez observamos 2-3 mic»oorganismos que parecen Leptospi=-
ra, en cada campo, examinando la muestra sin tratamiento alguno.

1) Eliminacién ppdo. grueso: centrifugacién 2,000 rpm, 102 d.
5 mimtos.

2) Filtracién por Millipore HA, Se recogen unos 30 ml, El fil-
trado parece estéril al fondo oscuro, Se siembra 1 ml en
c/u de 10 tubos de medio de cultivo descripto.
3) Observaciédn: Se efectda la primera a los 10 dfas, Todos los
tubos estdn contaminados; en 4 de ellos se observan algunas lepto=
spiras, Se elige el menos contaminado y con mayor mimero de Lepto-

spira, ¥ se lo mantiene por repiques peribddicos efectuados mensual-

mente.
Sospochdndose un defecto en el ajuste del soporte mecédnico

de filtracién, se intenta purifiecarlo refiltrdndolo en repetidas
oportunidades, modificando el soporte con la adicién de arondelas

de Teflon de diversos modos, ¥y apoyando la membrana filtrante en
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su cara inferior, sobre un circulo de papel de filtro, conmprendido
dentro de la arandela inferior,

El cultivo, en estas pruebas, fué dilufdo con solucién fisio-
13glea (1:3) y el filtrado de esta dilucién fué sembrado en medlo
de Korthof a 1 ml por tubo (5 tubos), sembrando también otros tu=-
bos de ese mismo medio con diluciones (respecto del filtrado) de

-4 v 10-5. En todos los cnsos se obtuvieron

101, 1072, 1073, 10
cultivos otra vez contaminados igual que el material del que se
partié.  Luego se intenté purificarlo filtrandolo por Millipore PH
con Swinny, inocul~ndo 1 ml en c/u de 4 tubos de medio de Korthof.
Esto produjo una disminucién notable de la contaninacién, pero a=
travesaban 1a nenbrana todnvia algunas bacterias de pequefio tamafio,
posiblenente cocos o cocobacilos. Posteriornente se filtré por
Millipore GS, también con Swinny. En una prinera experiencia,los
tubos senbrados con el filtrado permanecieron estériles, pero en
un nmievo intento se logré la purificacidn perfecta de la cepa, Es
de notar que desarrollaba con dificultad, por contraste con lo que
ocurria cuando estaba contaninada, y que ese lento y pobre desa =
Trollo se aconpafinba adenids por una fuerte tendencia a autoagluti-
narse, espontineanente., Ninguna de estas desventajas se nitigéd
enpleando nis suero de conejo (10%), nero luego de unn larga serie
de replques frecuentes, se logréd un comnortamiento satisfactorio
de 1a cepa: perdid su capacidad de autoaglutinaseiédn, y el tienpo
necesario para lograr un buen desarrollo, bzjo de 15-20 dfas 2 5 6

6 dias. Henos denoninado a esta cepa " Salada™

22=V=1962. Procesada el nismo dia.

Muestrn del Arroyo Cilddfiez = (Alturn Avdn. Olivera)

Agua nuy turbia, con nbundante sedinento; tenperatura elevada,
alrededor de 302 C, No se observan Leptosplras pero si rucha
nicroflora y protozoos,

1) Elininncién sedimento grosero: 5 nmin, a 2,000 rpn, 109 C.

2) Filtraeién por Millipore HA: filtrado 1lfnpido, estéril al
nicrosconio ( 30 nl ?.

3) Siembra del filtrado en 10 tubos, a 1 nl por tubo de nedio
de cultivo.

k) Observacidn: a los 10 dAfas todos los tubos se hallan contae

ninados. En uno de ellos la contaninncidén es nuy abundante pero se
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observan leptospiras. Se piensa en un defecto del soporte o en

una rotura de la membrana muy pequeila. Repleando de este tubo, sé-

1o creecid la contaminacién perdiérdcse la cepa,

. E» 0 rm we

30=V-1962 Procesada 4=VY-1962

Miastra del Rfo de la Reconguista.

ILfnpida, amarillenta; sedimento floculento. Protozoos y bac-
terias. No Leptospira,

1) Plltracién, directamente, por Millipore HA (30-40.m1) Fil=-
Tra muy blen.

) Siembra ( 1 ml en c/u de 10 tubos de medio de cultivo )
3) Fxamen a los 9 dias: se observan my pocas Leptospira puras.
A los 27 dfas se vuelve a examinar,

Cnadro No 7

Tubo Tupo
1) 10 L/C : Cq 6) 50 L}c : C6
2) 40 " : Co 7) 25 " : Gp
3) 50 w C3 8) 30 n : Cg
) 30 " o: Gy 9) 60 " : Cg
3) 30 L}C : Cg 10) 60 " dlo

Nota: L/d - leptosplras por camno.

En todos los tubos ha habido desarrollo de Lephospira fura,
excepto tal vez el séptimo que parece contaminado con bacte;ias
inméviles de tamafio muy pequdfio; se siemhra en caldo comin y en
agar pico de flauta. Incub2do a 372 C, no hay desarrollo de conta-
minantes en'3 dfas,

29-XI=1962 Procesada 20-XT=19%62,

Muestra del Arroyo Dulce, Km 69, Ruta Rojas-Pergamino,

Turbia y con sedimento. Protozoos y bacterias, No leptospiras.,

1) Eliminacién sedimento grosero: 2,300 rpm, 5 mimutos,

2) Se siembran 20 ml en agar de Zuelzer = = = = = = = = = (A)

3) Se siembran 0,5 ml en 5 ml de Korihof, modificado por
Babudileri, = =~ = ~ = « = = = = = .- =" ===~ === =(B)

4) Se filtran 30 ml por Millipore HA.
5) Observamos que en el filtrado parece haber algunas pocas

bacterias o partfeulas imméviles, ¢ dotadas ce novimiento brownianoc.
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De este filtrado:
1) Se siembran 5 ml en Zuelzer tal cualy = = = = = - = (c)
2) Se siembran § ml en Zuelzer con 0,2 a 0,3 mg Vit.By, (D)

3) Se siembran 0,5 ml en c/u de lO tubos de medio de
KoTthof = = = = = = = = = = o = =@ = 0 = = = - === (B)

4) Se hages, en Korthof, diluciones 1071,1072, 1073, 107%
y 1055°=0-0 20T ity tufiep s O ¢ 3

Observaciones: (A), (C) y (D) al cabo de 1 mes tienen conta-
minantes pero no leptospiras, En (A) la contaminacién es mucho mg
yor que en lLos otros dos,

(B) : aparece muy contaminado y sin Leptospira. Observaciones
hasta 1 mes.

(E) v (F): Todos 1os tubos ze halilan contaminados, S610 hay
leptosplras, aunque acomdafindo de otroz gérmenes y espiroquetas,
en 1a dilucion 10-2 y en un tubo de la serie (E). Se mantienen por
repiques peridédicos. Los denominsmos respectivamente '"Dulce 1" y
"Tulce 2",

Filtrados por Milliporc PH, pasan las espiroquetas y las lep-
tospiras, predominondo las primzeras en cultivos de 7=8 dlas. Lo
mismo ocurre con GS,

Estrizdo sobre medio sélido de Aktan y Ertugrul, no se consi=~
gue separarlas, pues al tomar colonias y scmbrar otra vez en medilo
1iquido (Korthof) siempre apvarecen las espiroquetas, contaminantes,
con o sin leptospiras, Los intentos con este medlo sélido se re-
pltieron por dilucién y sicrbra, ccn una gota por tubo, empleando
el cultivo sin diluilr y = diluciones de lO-l. 10~2 y 10’3. por tri-
plicado, para tratar de obtencr colonias mis separadas. En ningin
caso se¢ obtuvo éxito.

Por no haber desarrolle en agar de Zuelzer, se pensé que podria
tratarse de una leptospira patdgena.

Se intenta eliminar las esplroquetas empleando un suero '"anti-
espiroquetas", preparado en cobayo.

El cultivo de espircguctas sin leptospira se logra haciendo dos
pasajes del cultivo mezcla en un medio=base de Korthof sin suero ni

B=12 ni nicotinico, pero con la adiecidn de 2% de Bilosate, que se
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esteriliza fraeccionado en tubos de emsayo, a 5 ml c/u, tapados con
algodén=-gasa
Se inocularon estas espiroquetas, intraperitonealmente, a dos

cobayos, inyectando 1 ml de culiive cada 7 dfas. ( & inoculaciones)

Cuadro N2 8 _

Temperatura 2C
Cobayo  Cultivo Inicial 22 dfa 37dfa 5%dfa 69dia
3808  Dulce 1 3892 382, L 382,6 392,8 392,2
3857  Dulce 2 39,1  382,2 372,9 382,2 382,7

Se practico hemocultivo del coktayo 3808 al 52 dfa, con resultado
negativo. Siete dfas después de la Wltima inoculacién se sangra=-
ron estérilmente los animales, y afiadimos a tubos de medio de Kort-
hof 0,2 , O,4 y 0,6 ml1 de estos sueros. En ese medio se repicé
0,5 ml de cultivo bien desarrollado de la cepa correspondiente
(Dulce 1 y Dulce 2), En ningin caso se logré inhibir el desarrollo
de las esplroquetas,; 1o que en cambio fué logrado selectivamente
por sulfanilamida, como se describe mds adelante,

Fueron asi obtenidas puras las cepas '"Dulce 1" y "Dulce 2",

19-I~1962 Proceszda 21=I-1962
Muestra del Arroyo Tapalquén, (Altura Loma Negra)
Turbla, no leptosplras. Microlflora regular; Protozoarios.

1) Eliminacidén sedimento: Centrifugacién 2,500 rpm, 10 min,

2) En medio de Zuelzer : 25 m).. Nagativo al mes; positivo
a los 3 meses.

3) En medio de Kortliof: 0,5 ml. Intensa contaminacién, sin
leptospira (examen a ics 7 vy 20 dias).

4) En medio de Korthof con sulfanilamida ( 4 g/l1l) - Icual re=-
sultado que antes .

5) Filtracién por Swimny (HA): 0,5 ml en 2/u de 10 tubos de
Korthof

6) Filtracién por Swinny (PH) - Iden.
Obserraciones a los 7 dlas:

a) Por HA: Los 5 tvbos estan mmy contaminados; se observan
esplroquetas. En un tuvo hay tambien Leptospira. Se desechan,

b) Por PH: Los tubos N2 1 ¥ § estin contaminados se observa
presencia de lceptosplras y espiroquetas. E1 tu Ne 2 eon-
tiene leptospiras paras,
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Los tubos 3 y 4 contienen leptospira y espiroquetas, que fue=

ron eliminadas por sulfanilamidsa,

Se tienen asi puras las cepas Tagalauén 2, Tapalquén 3 y La=
palguén 4 que crecen con dificultad y se aglutinan espontineamente

en buena medida, Este problema se soluciono por replgques frecuentes.

20-I-1963 Procesada 22-I-1963

Muestra de agua de pozo de la zona de Coronel Rosetti (Depto,
General Lépez, Santa Fe)

Muy 1{mpida, casi estéril, Hay algunas formas que podrian ser
leptospiras.

Se siembran 25 ml en Zuelzer; permanece sin desarrollo de
leptospira al menos 30 di=as.

Se filtra por Swinny con HA, sembrando 0,5 ml en c/u de 10 tu~
bos de medio de Korthof,

A los 8 dfas (28-I~63) todos los tubos se hallan contaminados,
pero en 8 de ellos se observan leptospiras y en ninguno espi-
roquetas.

Se mimeran del 1 al 8.

Se intenta mantener las leptospiras por repiques sucesivos,
intentando también purificarlas por filtracién en la medida en que
se dispone del material. ILa cepa N2 2, refiltrada por HA, no mejo-
ra apreciablemente. Se plerde. Tampoco mejora la N2 3 filtrada por
el mismo tipo de membrana.

Se intenta aplicar el medio sélido de Aktan a estas cepas, con
1la misma téenica que se empled para Dulce 1 ¥y ﬁulce 2 y con ignal
fracaso.

Pudieron en cambio obtenerse en est2do de pureza las cepas
Ne 3 y N2 6 medlante filtracién por PH. (Rosetti 3 y Rosetti 6),
las que desde entonces desarrollaron perfectamente y con rapidez,

Se desecharon los demis cultivos contaminados por tener ya dos puros,

15-I1-1963 Procesada 22=II-1963
Muestra del Rfo Pireco, Cascada de Santa Ana (Neuquén)

Ague miy 1impida y fria, Casi estéril al fondo oscuro; no se
ven leptospiras.

Filtrada por PH con Swirny, sembrands 1 ml en c¢/u de 10 tubos

de medio de Korthof, El filtrado parece contener algunas bacte-

gigs inméviles o partfculas de pequefio tamafio, en escasa canti-~
ad,

Se examinan los tubos a los 25 dfas, halldndose 5 tubos estéri-
les ¥ 5 contaminados sin leptospiras nil espiroquetas,



89

16-11~1963 Procesada 23-1I-1963
Muestra del lago Nahuel Huapi (Villa La Angostura,Neuquén),
tomada a 100 metros dec 1la costa,

Se procesa de modo andlogo a la anterior, pero con membranas
Do

Las observaciones de 1la mestra antes y desmés de filtrar
son iguales a las de 1la miestra anterlor,

El examen de los tubos a los 25 dias revela 7 tubos estériles
v 3 contaminndos sin leptospirns ni espiroquetas,

16-I11-1963 Proccsado 27-11-1963
Muestra del lago Nahuel Huapl (Puerto Blest, Neuquén), tomada
a 200 metros de 1la costa,

Agua miy iimpida y friz, Se ven algunns bacterias méviles e
innéviles.

Se filtra por HA con Swinny e inocula 1 ml en c¢/u de 10 tubos
de Korthof., El1 filtrado parecce estéril al fondo oscuro,

Examinados a los 30 dfas, se observan 5 tubos estériles y 5
contaminados sin leptospiras ni espiroquetas,

En el cuadro N2 9 se resumen los resultados mis importantes
ae l~s 12 mestras ensayadas hnstn el momento, ﬁe é1 se deduce que
en 3 de 1ns 11 mestras filtradas por HA se hnn obtenido cultivos
ruros de leptospirn en uno o mis tubos; en dos cnsos, s6lo atra =
viesan 12 membrann HA leptospirns y espiroquetas, Zn total, han
desarrollado leptospiras, puras o contamincdas, en 8 de las 1l mueg
tras filtrndas nor HA, Ademis, las leptospiras han atravesado la
membran~ PH en los 3 ensayos de purificncibén realizados, y adn la
GS en los dos casos ensayados,

En las 6 Wdltim~ns muestras se han consoguido resultados mfs ré-
pldos mediante el empleo del medio de Korthof, modificado por Babu-
dierl. Tenlendo prescnte 10 expucsto, hemos aplicgdo una meva par
tida de membranas HA, PH y GS de 13 mn, para Swinny, ~ un estudio '
sobre 18 muevas nmuestras de agua, comparando la eficacia de cada
una de estos tipos de membrana entre si{ y respecto del agar blando
de Zuelzer, a fin de poner a2 punto el método de aislamiento hallado,

Con cadn rmestra se intenté también 1z siembra directa de
0,5 nl de 1l nisna en 5 nl del medio de Korthof con sulfanilanida
descrinto, como lo propone Stavitsky (166 ) para alslaniento de lep=

tosirns de naterinles contaninados, Ias obscervaciones fueron rea=
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Cuadro N2 g

nestra Origen Filtro Resultado Purificacién Cepas Zuelzer
nNe en los ulterior obte~
distintos nidas
tubos puras
1 Lago Parque HA L,LS,S,E. - Aly No se
3 de Febrero A2 hizo
2 Rio Matanza HA C - - "
(Salada)
3 Rio de 1la HA L,LS,S,SC - B1,B2,B3 "
Plata y Bk,
b Id. NQ 2 HA IC Pd; final Salada "
con GS
5 Arroyo HA IC - - "
Cildafnez Se plerde
6 Rio de la HA L - Cl a C10 "
Reconquista
7 Arroyo HA LSC PH y GS.dan ﬁulce 1 N.30 4,
Dulce 1S3 Luego y 2.
IS con Sulfa.
8 Arroyo HA LsC, SC - - P
Tapalquén
o L - Tapalguén 2 90 4
IS, LsSC IS con Sulfa Tapalquén 3
y L
9 Pozo Cnel. HA C - Rosetti 3 N
Rosetti 1.C PH y 6 30 d.
10 Rfo Pireco PH E, C - - No se
hizo
11  Lago Nahuel HA E, C - - "
Huapi
(V.Angostura)
12 Lago Nahmel HA E, C - - "
Huapi
(P. Blest)
Abreviaturas: L - leptospira S - espiroquetas
E - estéril N = negativo
P - positivo d - dfas
C = otros contaminantes gque no son espiroquetas,
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ilzadas, en el medio de Korthof, a los 10 dfas, sproximadamente, de
lneubacidn , prosiguiéndose hasta 1 mes en caso de ser leptospira
regativos, En cada tubo se sembré 1/10 del volumen del medio, o
cca 0,5 ml, del filtrado por Millipore, sembrando 3 6 & tubos para
cada tipo de membrana,

Las observaciones en el agar de Zuelzer se realizaron como se

ha expresado anteriormente.

Abrevigturag empleadas:

Rec = fecha en que la muestra fué recogida.

ProC - n n 11] 114 11} 114 proeesada

L - leptospiras

I~ - ausencla de leptospiras

E - estéril

S - espiroquetas (Se piensa que son de la familia Trepone =

mataceae en general, por su 1ldngitud).
C - otros contaminantes

Las combinaciones de simbolos empleadas indican la presencia

en el cultivo de los microorganismos representados por dichos
simbolos.

1) Rec, 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 Zuelzer : negativo ( 48 dfas)
En Korthof con k4 °)oo de sulfanilamida : C L-
Filtracién por Milllipore:

HA: 1) LS C 2) LSC 3) Ls¢C
PH: 1) E 2) L 3) LS
GS: 1) E 2) E 3) E

2) Rec, 22-V=1963 Proc. 24=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 (47 dfas)

En Korthof con 4°/00 de sulfanilamida: C L-

Filtracién por Millipore:

HA: 1) LSC 2) LS C 3) Ls¢C

PH: 1) 8 2) L 3) LS

@s: 1) E 2) E 3) E



5)

6)
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Foac,16-VI-1963 Proc. 17-VI-1963

Muostra de una laguna, abrevadero de vacunos, a 6 Km de
O'htgegins ( Ruta 7)

Ea apar de Zuelzer : Positivo (51 dfas)
En Korthof con 4 /oo de sulfanilamida : C Le
Filtracidén por Millipore

HA: 1)L SC 2) LSC 3) LsC¢C

PH: 1) L8 C 2) Ls8¢C 3) Ls¢C Y LscC
GS: 1) L 2) L S 3) LS ) L
Fec, 16-VI-1963 Proc. 18-VI-1963

Muestra del Rfo Salado. Ruta 7 ( Partido de Chacabuco )
En agar de Zuelzer : Negativo ( 65 dfas )

En Korthof con 4 ©/00 de suifanilamida : C L=
Filtracién por Millipore

HA: 1) L s¢C 2) s¢C 3)L.SC

PH: 1)L s 2) L S 3) LS
GS: 1) E 2) L 3) LS
Rec, 16-VI-=1963 Proc. 19-VI=1963

Muestra del Arroyo Giles ( San Andrés de Giles)
En agar de Zuelzer : Positivo 49 dfas

En Korthof con 4 /oo de sulfanilamida : C L~
Filtracién por Millipore

HA: 1) L ¢ 2) L C 3) LC
PH: 1)L 2) L 3) L
GS: 1)L 2) L 3) L
Rec. 22-VI=1963 Proe, 25-VI=1963

Muestra del Arroyo Dulce. Estancia Devoto (Rojas)
En agar de Zuelzer : Positivo ( 36 dfas )

En Korthof con 4 ©/0c0 de sulfanilamida : C L~
Filtracién por Millipore

HA: 1)L S 2) LSs¢C 3) LSsC
PH: LS 2) L S 3) L s
GS: 1) E 2) LS 3) LS



7)

)

10)

23
Rec. 24-VI-1963 Proc. 26-VI-~1963
Muestra del Arroyo Lamela (Rojas)
En agar de Zuelzer : Positivo (35 dfas)
En Korthof con 4 ©/co de sulfanilamida : C L~
Filtracién por Millipore

HA: 1)L s¢c¢ 2) L S 3) LsSC
PH: 1) L S 2) L S 3) LS
GS: 1) L 2) L S 3) LS
Rec, 25-VI-1963 Proc. 27-VI-1963

Muestra del Arroyo Horqueta (Capitén Sarmiento)
En agar de Zuelzer : Positivo (33 dfas)

En Korthof con 4 ©/oco de Sulfanilamida : C L~
Filtracién por Millipore

HA: 1)L S 2) Ls¢cC 3) LsC
PH: 1) L s 2) L S 3) LS
GS: 1) L 2) L S 3) LS
Rec. 25-VI-1963 Proc. 28-VI-1963

Muestra del Rfo Areco (San Antonio de Areco)
En agar de Zuelzer : Positivo ( 3% dfas )
En Korthof con 4 ©/00 de sulfanilamida: C L-

Filtracién por Millipore:

HA: 1)L S 2) LS C 3) Ls ¢
PH: 1) LSsC 2) LSC 3) LS
GS: 1) L 2) L S 3) LS
Rec. 5-VI-1963 Proc, 6-VI-1963

Muestra del Arroyo Maguirre (Pcia. Buenos Aires)

En agar de Zuelzer : Positivo ( 32 dfas )

En Korthof con 4 ©/00 de sulfanilamida : CLe
Filtracién por Millipore:

HA: 1) S¢C 2) LSC 3) LsC
PH: 1) L s 2) L 3) Ls¢C
GS: 1) LS 2) L 3) L

- e e o

4) L s



11)

13)

14)

ok
Rec. 5-VII~1963 Proc, 6-VII-1963
Muestra del Arroyo Helva (Arrecifes)
En agar de Zuelzer : Positivo ( 32 dfas )
En Korthof con 4%o de sulfanilamida : C L-

Filtracién por Millipore:

HA: 1) Lsc 2) L C 3) LSC
PH: 1) L S 2) L S 3) LS
GS: 1) LS 2) L S 3) LsC

Rec., 10-VIII-1963 Proc. 12-VIII-1963

Muestra del Arroyo Tala. Km. 450 (Ruta 8), Santa Fe.

En agar de Zuelzer : Positivo ( 30 dfas )

En Korthof con 4 %o de sulfanilamida : C Le-
Filtracién por Millipore:

HA: 1) LC 2) IC 3) LC

PH: No se pudo efectuar

GS: 1) E 2)E 3)E W)L 5) E 6)E

Rec. 12-VIII-1963 Proc, 13=VIII-1963
Muestra del Rfo Lujédn (Lujédn)

En agar de Zuelzer : Positivo (29 dfas)
En Korthof con 4 %o de sulfanilamida : C L-
Filtracién por Millipore

HA: 1) LSC 2) L C
PH: 1) Ls¢C 2) L s¢C
GS: 1) E 2) L S

Rec, 12-VIII-1963 Proc, 14-VIII-1963
Muestra del Arroyo del Rey (Llavallol)

En agar de Zuelzer : Positivo (28 dfas)

En Korthof con 4 %o de sulfanilamida : C L=
Filtracién por Millipore

HA: 1) LS 2) L.s ¢C

PH: 1) LS 2) LS

GS: 1)L 2) L S

L)L s
4) L S

7) L

3) LsC
3) LSC
3) L

3) L.C
3) L S
3) LS

8) L
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15) Ree. 19-VIII=1963 Proc, 20-VIII~1963
Muestra del Balneario de Mifiez
En agar de Zuelzer : Positivo ( 30 dfas )
En Korthof con 4 %o de Sulfanilamida : C L=~
Filtracién por Millipore:

HA: 1) LS 2) LS 3) LS C

PH: 1) L 2) L 3) LS

GS: 1) L 2) L 3) LS
16) 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 dfas)
En Korthof con 4 %o de sulfanilamida : C L=
Filtracién por Millipore:

HA: 1) LC 2) L C 3) LC

PH: 1) L 2) L 3) L

GS: 1) L 2) L 3) E
17) Rec. 26~VIII-1963 Proc. 27=-VIII-1963

Muestra del Arroyo Conchitas. Ruta 2 (Bosques, Pcla., de
Buenos Aires)

En agar de Zuelzer : Negativo ( 60 dfas )
En Korthof con 4 %0 de sulfanilamida: C Le
Filtracién por Millipore:

HA: 1) LS C 2) LS C 3)LSC

PH: 1) L S 2) L S 3) LS

GS: 1) L S 2) LS 3) LS
18) Rec, 26=VIII=1963 Proc, 28~VIII-1963

Muestra del Arroyo de las Perdices (Monte Chingolo, Pcia,
de Buenos Aires) .

En agar de Zuelzer : Positivo ( 40 dfas )
En Korthof con 4 %o de sulfanilamida : C L~
Filtracién por Millipore

HA: 1) LSCcC 2) LS C 3) LS C
PH: 1) L S 2) L S 3) LS
GS: 1) E 2) E 3) L

En el cuadro N2 10 condensamos lo0s resultados obtenidos con
los 3 tipos de membrana y con el medio de Zuelzer,
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Cuadro N2 10
u2stra HaA PH @s E:gizo
" i en me~
N T 2 3 T2 7T % 1 2 3 & alo dc
1 ISC ISC 1ISC E L LS - E E E - N
2 ISC ISC ISC § L LS = E E E =~ Pu7¢
3 ISC ISC ISC ILSC ISC ISC LSC L IS IS L P5La
Y IS¢ §¢ IsC LS IS LS = E L IS - N
5 I I& IC L L L = L L L =~ PYoad
6 IS ISC ISC IS 1S 15 - E IS 1S - P36a
7 ISC IS 1ISC IS IS ILs = L LS LS = P35¢6
8 IS ISC ISC IS LS IS = L IS IS I8 P33¢
9 IS ISC ISC ISC ISC LS = L IS IS -~ P3¢
10 8¢ ISC 1SC IS L IsC =~ IS L L - P32c¢
11 ISC LG LSC IS IS 1S IS IS IS ISC IS P32¢
x X X _x _X
eoerE s)g : 7)? eﬁ P304
13 ISC I ISC ISC ISC ISC = IS L =« P29¢
I 1S ISC IC IS IS IS - IS IS =~ P28¢
15 IS IS ISC L L LS -~ L L I8 - P3¢
1 & 1C IC L L L = L L E - P29
17 ISC LSC ISC IS 18 IS - IS 1S 1S - N
18 1ISC ISC ISC IS IS IS = E E L = P¢

(x) - No se realizé filtracién por PH, inoculédndose en cambio

8 tubos con filtrado de GS.

En esta serie de experiencias, efectuadas ecomo se dijo con

una mueva partida de membranas, se obtuvieron de todss las mestras,

con poro HA, tubos con leptospira 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 k& %o de
sulfanilamida munca produjo cultivos de leptospira, desarrollando
intensa contaminacién.

Con membranas PH, siempre se obtuvieron cultivos de leptospira,
y en 6 sobre 17 ensayos se obtuvo uno o mds cultivos puros, En cam-
bio, en 4 casos se observo que en el desarrollo de los tubos inocu-
lados con el filtrado por PH aparecen contaminantes, que no son es=
piroquetas.

Con membranas GS, sobre las 18 muestras ensayadas, se obtuvie-
ron de 13 de ellas uwno o mis cultivos puros de Leptospira. De otras
dos, la membrana retuvo todo microorganismo capaz de desarrollar en
medio de Korthof, ineclusive Leptospira y espiroquetas; otras dos
muestras rrodujeron cultivos de Leptospira contaminados tnicamente
con espiroquetas, y en el caso restante parecen haber atravesado la
membrana otro tipo de contaminantes de tamafio muy pequefio, ademis
de las leptospiras y espiroquetas,

Esta técnica de alslamlento de cepas de aguas resulta mucho
mis ripida que la clisica de Zuelzer, y ademids la hemos hallado en
ocasiones mids 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. Simlilar fenémeno observé Leiguarda (i1lk) con medio de Zuel=-
zer y de Savino y Rennella sembrando ambos con muestras de agua pre-
viamente sometidas a filtracién para decontaminarlas parcialmente,
sl bien sus resultados con bujias L 3 y discos Seitz EK difieren de
los obtenidos por nosotros en los ensayos previos econ dichos elemen=-
tos filtrantes,

Dado 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 purie-
ficacién mediante una segunda filtracidén y/o empleo de sustancias

como la sulfanilamida, En ese caso serfa preferible la membrana PH
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pues siempre dié cultivos de leptospira, puros o no,

La segunda posibilidad seria tomar en cuenta sélo los cultivos
obtenidos puros directamente, sin intentar purificar los otros: en-
tonces es mejor la membrana GS, pues aunque tienc mayor tendonecia
a retener los microorganismos contaminantes y las leptospira, ha da=-
do, como hemos visto, cultivos puros en 13 mestras sobre 18 ensa-

yadas, por contraste con la PH, que los produjo en 6 sobre 17,

élggpas aplicaciones de las membranas filtrantes a 1la

purificaclén de cultivos contsminados

ﬁurante cl curso de este trabajo se han obtenido en muchas oca-
siones cepas contaminadns, Otras veces, cepas puras se contamina -
ron accidentalmente, inconveniente en ciertos casos comin en las tg
reas de laboratorio. Miestrans expericncins nos llevaron a emplear
las membranns para recuperar puras dichas cepas, obtenicndo en to-
dos los casos resultados positivos con cepas de coleceidn; en cam-
bio, con cepas contaminadas de agua no obtuvimos siempre los efec -
tos anteriores.

Dichos resultados indican que el éxito en la aplicacidbdn de las
membranas PH y HA muy posiblemente depende del tipo de contaminante
en cuestién. Con las membranas GS los resultados han sido mis uni-
formes, pues en general s610 fallaron cuando la contaminacién con=-
sistia en espiroquetas, que hemos observado con mucha frecuencia en
alslamiento de leptospiras de aguas, Estas espiroquetas han podido
ser eliminadas por lo comin mediante sulfanilamida, como se ve mis
adelante.

En el Cuadro N2 11 pueden observarse algunas pruebas realiza-
das; estos resultados indican la aptitud del método de purificacién.

Se han colocado en la parte superior los casos en que se obtu-
vo purificacién total de la cepa, y debajo de éstos aquellos en
los que pasé contaminada o no desarrolld al sembrar el filtrado,
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Cuadro N@ 11
Filtro HA Filtro M
Cepa Estado an= Resultado Cepa Estado an- Resultado
tes de fil tes de fi}

trar trar
Pomona Suis e L c8 LC L
¢ 10 IC L ch IC L
c2 IC L c 10 7 L
Cc3 IC L Rosetti 3 IC L
Pomona Johnson LC L Rosetti 6 IC L
Pomona D 1C L Rata 1 Lc L
Buenos Alres 2 IC L Dulce 1 LS LS
Mankarso (W) 1C L Dulce 2 LS 1S
Rosetti 3 IC 1C c9 1C 1C
c 10 IC IC cC1 IC IC
Dulce 2 IS IS Cc 10 LC LC

Dulce 1 LS Ls Filtro GS

Rosetti 2 IC IC -
) - i Pomona Suis IC L
cé Lc IC Salada IC L

b~~~ ——— =~ ——————— ———— — —— .
c é 1c L
c 10 IC L
Ranchos LC L
Tapalquén 3 ISC L
A1l IC L
A2 IC L
Buenos Aires IC L
B1l 1C L

Mitis John= )
son IC L
Uruguaya IC L
Salada IC E
Dulce 2 1S IS
Dulce 1 IS IS
I?osetti 2 IC B
Dulce 1 LS LS
Dulce 2 1S LS
c 2 IC E
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Ensayos con membranas Millipore Vd y W™

El tgmafio de poro de estas membranas, segiin especificaciones
de fébrica, es: VC = 100 mn rs m, y WM~ 50 mp‘i 3 mp. Son los
dos tipos siguientes al GS ( 0,22 u 2 0,02 n ), ya empleada con rg
sultados satisfactorios, '

Al decidir el ensayo de estos filtros, tuvimos presente que
en 1962, lLoesche y Soeransky ( lél) hallaron que a través de VC
vy VM pasan espiroquetas partiendo de materlial bucal, Estos auto -
res incluso observaron el pasaje de las espiroquetas a través del
filtro tipo VF (poro = 10 mp*2 mp), lo que atribuyen a un defecto
de 1la membrana. En el caso de VC y VM, intervendria ademis la au-
sencia de una pared rigida ecelular en el sentido bacterliano ordi =-
nario, o la existencia hipotetica de una "forma L'" filtrable, pues
el microorganismo qQue atravesaba la membrana era de didmetro muy
superior gl poro de la misma,

Hemos ensayado estas membranas con el propésito de hallar un
tipo de filtro que permita tinicamente el paso de las leptospiras
y retenga todo otro microorganismo acompafiante capaz de desarrollar
en medlio de Korthof, Para averiguar sl las leptospiras pueden
atravesarlas, antes de aplicarlas al aislamicnto de cepas del agna,
hemos procedido a filtrar con ellas una serie de 10 cultives puros
o contaminadog,

Las filtraciones han resultado muy laboriosas, pues los fil =
tros ofrecfan gran resistencia al paso del cultivo, Por ello, pro-
cedimos luego a diluirlos con agua o solucién figsiolégica, alcan =
zando as{ a inocular hasta 0,5 ml en ¢/u de los 3 tubos utilizados
en cada filtracién,

De mestras experienclas se deduce que las leptospiras mno
atraviesan estas membranas, o al menos, que no pueden emplearse

para miestros fines, como se vé en el Cuedro N@ 12
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duadro NeR 12
Cepa Material a filtrar Filtro Observaciones de los
tubos hasta 1 mes
B 6 Sin dailuir. Hay ve Estéril
esplroquetas
VM 1"
1 H2 Ditufdo 1:5 Ve "
Contaminado ™ ) "
7H 1 Puro ve "
Dilufdo 1:10 ™ "
L H1 Puro veC "
dilufdo 1:10 ™ "
Djasiman Puro Ve "
dilufdo 1:10 W™ "
Salada Puro Ve "
dilufdo 1:10 ™ "
c 6 Puro Ve "
dilufdo 1:10 ™ "
Rosetti 3 Puro, muy rico ve "
dilufdo 1:20 ™ "
5SS 1 Puro, muy rico Ve "
dilufdo 1:20 wo "
6 H 2 Contaminado ve "
dilufdo 1:20 ™ "

Purificacién mediante sulfanilamida

burante el estudlo comparativo de los tipos de membranas HA,
PH y GS fueron obtenidos mmerosos cultivos contaminados; ademés,
se tenfan cepas aisladas anteriormente, algunas de las cuales sélo
habfan podido ser parcialmente purificadas mediante filtraciones.
Hemos intentado purificar éstas, y los cultives obtenidos contami-
nados de las primeras doce muestras del estudio comparativo mencio-
nado, correspondientes a las membranas PH y GS,

Los contaminantes mis frecuentemente observados, como se vé en
el cuadro N2 10 , son espiroquetas, de espiras mucho mis abiertas

y profundas que en las leptospiras, y que no hemos visto desarrollar
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Cuadro N2 13
Cepa Estado Accién de Control Cepa Estado Aeccién de Control

teri Sulfani] en Tio- anterior la Sulfani), en Tio-
aukersor 1aamgdaa L glicolg amida glicola
1H2 L - Estéril 8H1 1S purificado estéril
1H3 IS purificado " 8H2 IS " "
A2 L - " 8H3 18 " "
2H3 L. - " 8S1 L - "
3H1 LSC purificado " 8s2 LS purificado "
3H2 LSC " " 833 s (purificado en "
3H3 LsC 1t i . (2 pasajes
3HL 1SC " n 8sk 1S purificado L
351 L - " GH 1. LSC " "
352 1S purificado " FH2 LSC " "
383 IS " 1 %3 I'S n 1"
3sk L - "o 981 L - "
LH1 LS purlificado " 052 LS purificado "
LH2 LS Egurifigado en " B3 LS " "
. pasajes " "
LH3 LS " LGH1 15 n "
452 L _ . 10H3 1SC
10S1 1S " "
L4S3 LS purificado " "
SH1 L - ) 11H1 1S "
5}12 L - 113 lm2 IS 1 1"
m3 L - 1 1m3 IS 1" 1t
551 L - n  11Hh LS f "
552 L - " 11S1 1S ] ]
553 L - " 1152 s " "
6H1 LS (purificado en " 1153 LSC " "
(2 pasajes 115k IS inhibicidén del =
6H2 LS " n : desarrollo
6H3 1S " " 128L L - estéril
6s2 I purificado " 1287 L - "
633 LS " " 1288 L - "
7H1 LS " " By LS no purifica n
7H2 1S " ] B6 1S 1" " " 3{.:
7H3 LS “ " By 1S " " o (3
751 L - " Dulcel IS purlficado L
752 LS purificado " bulce 2 LS " 1
753 LS " "

Tapalquén 3 LS " "
Tapalquén 4 LS " "

—— i o -

(x) Se observan las espiroquetas en el medio de Korthof sin
sulfanilamida (préximo repique),

en los controles efectuados con agar de Zuelzer ,modificado por Ko=~
lochine-Erber, en el que el verde brillante del medio original esti
reemplazado por sulfanilamida, Ello nos indujo a pensar que estas

espiroquetas filtrables podfan ser inhibidas por la sulfanilamida,
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la cual no actuda segdn Stavitsky (166 ) sobre las leptospiras sa-
préfitas vy patégenas en una concentracién de 4 g por litro de me-
dio de Vervoort modificado,

También Eerva ha logrado ciertos éxitos con el emplec de dls~-
tintas sulfas (ecitado por (172)).

A fin de ldentificar mis simplemente cada cultivo, hemos de-
signsdo con el primer mimero a la muestra de origenj luego con la
letra S a 1los que fueron obtenldos por filtracién con GS, y con. la
letra E a los que 1o fueron con membrana PH; para terminar, un mi-
mero final indica el mimero de orden del tubo inoculado con el fi}
trado, Asf, "4S3" significa el cultivo proveniente del tercer tu~
b> inoculado con filtrado por GS de la muestra de agua NQ L,

Los Tesultados de estas purificaciones se hallan en el cua -~
dro N23i3 . 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 microscoplo de fondo oscuro del proplo cultivo, Hemos vis-
to que en tres oportunidades en que la sulfanilamida no eliminé
las espiroquetas contaminantes, éstas no desarrollaron en el tio=-
glicolato, aunque fueron ficllmente obscrvadas en el medio de Kort
hof.

En algunos casog fué necesario efectuar dos pasajes por medio
con sulfanilamida, antes de lograr purificar la cepa, observando
en otros una inhibicidn parcial del desarrollo de las leptospiras,
que no llegaban a crecer abvndantemente, haciéndolo en cambio en
replques posteriores en medio sin sulfanilamida, En un easo la

inhibicién fué total.
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Pruebas de diferenciacidén de leptospiras sapréfitas y patégenas

A medida que fueron obteniéndose las cepas purificadas,
se las fué sometiendo, como primera orientacién, a las pruebas de
diferenciacién. Se comenzé con las propuestas por Mallloux y Ko-
lochine-Erber por una parte, y por Babudieri y Zardi por otra,
aplicindolas a 9 cepas aisladas por nosotros y los correspondien=
tos controles de cepas patégenns y biflexas conocidas,

Como se aprecia en el Cuadro N2 14 , en el que se repre~
sentan los resultados obtenidos, el comportamiento de miestras ce=-
p28 en tales ensayos ha sido dudoso: debemos aclarar que en todas
ellas hemnos observado que casi todos los microorganismos carecian
de movilidad en esos medios, y parcef{an mmertos, mientras que el
control de 12 cepa biflexa exhibia un mimero graonde de leptospiras
activamente méviles,

Tales resultados, ¥y la mayor cémplejidad y durncidén de
estos ensayos nos decidleron a no emplearlos para las denis cepas
alsladas, utilizando en cambio el método de Fizi y Cséka del SOhCu
para todas las cepas paras conservadas, Esta pruebn es de reali-
zacién mis f4cil y répida, pero, sin embargo, hemos tenido 13 ce=-
pas cuyo comportamiento ba sido dudoso (desarrollo en 1:100.000 y
no en 1:40,000) y otras 5 que no desarrollaron en esas diluciones
alin en repetidos intentos, como ocurre con las cepas patégenas.

| Los resultados obtenidos en las correspondientes obser-
vaciones microscépicas del desarrollo se resumen en el Cuadro Nblf

Debemos hacer notar que algunas de estas cepas de com =
portamiento andlogo a las patédgenas han sido y contimaran siendo
estudiadas por el Equipo de Leptospirosis de este Instituto, apli-
cando otras pruebas diferenciales en estudio, basadas en la inhi=~
bicién del desarrollo por accidén de colorantes.(léa)

Podria intervenir en esta facilidad en la inhibicidn,
el hecho de que estas cepas solfan crecer con difieultad cuando

fueron estudiadas, poco después de haberlas aislado,
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Cuadro N2 14
Pruebas de Mailloux y Kolochine~Erber y de Babudieri y Zardi

Cepas

WaZ M20

C10 Salg Al A2
da

Bl B2 B C2 Cb

Dfa Medio

R 25
B3940
’]

~Holoolooloo
SRR EEEE
Ol 0] FO10
SNl O A
M| 4] o] o8
MNINN N
SJF | I IS S
Al ] Al
Halenen] me{ m
g W= o - - I . o K .
Nl ]+
<1 A < m
of o
™ 1n
e ]
-t

L -

t

. T

A%

QN

& F

nm

(QURIa

N m

39

@ O\ O\ O
~ o~
O &+
~H Ol ~
~N ooy
M ol
U ]
Mmoo
& Al enin
A P - o
;M <
o
BTN

@ ©

O o~

~ m

W N

N ™M

&

7Q

o BN

N

'~ O

o~

m N

~ e~

i g

a3\

wn

392

5Q

3Q

79

(sigue)..

A = medio de Korthof modificado por Babudieri y Zardi

B - medio de Stuart modificado por Mailloux y Kolochine-Erber

Los mimeros representan la riqueza relativa de los cultivos,
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Cuadro N2 14

(cont,)

Cepas

Bl B2 B3 C2 C6 C10 Sala-

Al A2 WaZ M20

Medio

Rer) Dia
!

da

~

3Q

59

g

7Q
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Cuadro N2 15
Desarrollo de Leptospiras en el medio de Korthof-Flizi-Cséka
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Cuadro N2 35 (cont.)
Dilucién del S0yCu

Cepa 1:30,000  1:40,600  1:100.000 1:200.000
P
P52 d
P
P 52 4
P72 d
N P72 4

O FWROR FW O H W RW N REWD U DR W
s
1o o\t U g
%
U g 0 Y td U O Y U YO O O O O Y O YO N O O O O Y

el el ad ol el nl o
MDONFF PP OO OWVWWOBOWVIY POEEmD®
Qununhhnomdgmndduoonndditonnnn i

P52 4
P 72 4
N
P
P72 a4
N
P
1 N
1 P
1 P
1 P
1 P
d ontroles
Autunnalis (AB) ¥
Akiyami A N
Pyrogenes
Salinem N N N P
LoiuhéAB
M20 N N N P5h2 4
pomona
Pomona N N N P 72 4
Wa Gent P P
Va Z P 92 4 P P P
Wa Leiden N P72 a P
Patoe 1 P 72 @q P P
P - Desarrollo
P 52 4= i4a, al 52 dia

N - No hay desarrollo,
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Estudio suerolégico

Fueron examinadss las relacliones sueroldglcas existentes entre
25 cepas alsladas por nosotros (con 15 de las cuales hemos prepara=~
do también los sueros hiperinmmes), y las colecciones de sueros y
de cepas biflexas y patégenas segiin los métodos que hemos descripto,

Un gserio obstdculo hallado desde un principio en la ejecucién
de las pruebas fué ocasionado por el hecho de que alguhas cepas mog
traban una fuerte tendencia a autoaglutinarse, fenbmeno observado
en los tubos testigo y también en el portaobjetos al realizar las
lecturas, Esta situacidén no variaba empleando como diluyentes solu-
ciones buffer de pH comprendidos entre 4,60 y 8,80, con intervalos
de 0,20 unidades. _

Por el contrario, utilizando antfgenos formolados al 5 %o, una
vez eliminadas por centrifugacién las aglutinaciones preexistentes,
éstas no se reproducfan mds, Mediante los ant{genos mmertos pudi-
mos asf{ realizar determinaciones preliminares, comprobando en va =
rlos casos que cepas alsladns de ung misma muestra de aguo eran an=~
tigénicamentc distintas, Cuando las cepas pudicron emplearse para
1la preparacién de antigcnos vivos sntisfactorios, lucgo dc una lare
ga soric de repiques, estos resultados fueron confirmadose

Por eso, hamos deseado averignar, dentro de miestras posibilie
dades, no sélo qué relaciones existen entre leptospiras de divers=as
procedencias, sino también con cudnta frecuencia las cepas obtenie
das de distintas porciones del filtrado de una misma muestra de
agua se comportan sueroldgicamente de modo diferente, sea frente a
sus sueros o0 a los de otras cepas, y viceversa, lo que nos daria
una idea gobre las variedades que pueden coexistir en una mestra,
As{, hemos inclufdo en este estudio las cepas A1 y A 2; C 6 y C 10;
B1l, B2yB3; Rosetti 6 y3; S 3, LH1yhWH2; 5 H2 ¥y
5S1; 6s2y6H2; 3H2y 38 2; Tapalquén 2, 3 y 43 adem4s
de Salada, Dulce 2, 7H 1 y 9H 1.

La eleccién de estos grupos de cepas fué hecha de tal modo que

quedasen comprendidas tamblén aquellas que frente & las sales de
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cobre, en las pruebas d4e Mizl vy dsdka. ge habfan eomportado como
patégenas, asi como varias de las que no desarrollaron en dilucio-
nes 1:%0,000, pero lo hicieron en 1:100,000,

El resultado de las pruebas de micrgaglutinacién eruzada pue=
de observarse en los cuadros N@ 16 a No k1,

En el cuadro N2 42 se exponen en conjunto todas las relacio-
nes suerolégicas halladas entre¢ muestras cepas, as{ como entre
ellas y las cepas biflexas de la coleccioA de este Instituto, ex=~
presadns en porcentaje del tftuio hombélogo (T) de cada suero en
las pruebas de microaglutinacién, Excluimos de estc ditimo cuadro
los resultados obtenidos en las reacciones rcalizadas frente a los
sueros y cepas patégonas, pues han sido easi siempre negativos, y
en cambio se incluyen las relaclones halladns entre las cepas Bue-
nos Alres y Buenos Alres 2, y entre semaranga R S 173, Sao Paulo
y Patoc 1, punesto que estin vinculadas con algunas de mestras ce~

pPas,
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CUADRO Ne 16

T{tulos de los sueros hiperinmines empleado®

Cepa

bataviae Swart .. .. .. ... .. iiieiiaea.a. ...>1/10,000
icterohaemorragiae AB M20 .. . ... v eriosuecboccoansn 14,
javanica Veldrat, Batavia U6 .. ... Certee e .. id.
canficola Hond Utrecht IV ........ccoececcvscccaas id,
ballum Mus 127 .. .viveenineeensanesaecansesaeeaa ~ dd,
pyrogenes Sallnam .... ... . ... . c.icesevecsosvoans 1/20a000
cynopterl 3522C .......0..... Ceaeee cacssvesacss? /10,000

scntot Sontot. ... Gevusdvvdouinivmdbbvbansdobdods - 14,
autumnalis AB Akiyami A i iecuciuictsevassacncan 1/60000
djasinan Djasinan (..cevosecen-. wdsbeacbadbucsund 17/70,000
australis Ballico ......cccvvvunnn vecevesusnnsvew >1/10,000
pomona Pomona ....... Ge-b0caseccaninn wsuwoavusnads id,
grippotyﬁhosa Moskva V ,sue-eseaccvovovsovsnsssons 14,
hebdomadis HebdomAdis AG e bovoavosuoevweoveeoboeoaudads idO

hYOS Mitis JOhnson Ce e s bdabbivvbovvevodaboLO0dhs idO
Celledoni Celledoni - T AR EEENNK] - id‘
Rachmat (Autumnalis AS Nw b0 O s s U b Rroene sobsubi 1/606000
Moores .............e...n GWecamoveciooaa ceeen- ..a 17/20,000
Bankinang I e iiieiibetbvatacoanne Cbbsvvoonsbevew 1/300000

andaman A C.H, 1l .. . .e.iiivcenvcitocccseasnsnes 173,000

semaranga Rat Semarang 173 ..e.eccssccvecc.as-es 173,000

Ranchos e e b ereae et aa eve.. 17/10,000
Buenos ALreS .. . .....ii.ue . e.eeuian--enses.-se. L715.000
Buenos A1res 2 ...u.iiiecacian. conane s . 17/30,000
Patoc 1 ¢ e e b s e e e 6 v o 0w A « lf36000

Sao Paulo .,..... i seivieteveeveneasib-veviaesase 17200,000
Wa Gent .o - .. . .« . c e cbewba vt e 1/10i000'
wa Z o & . - T ) O % B et W e el 6o Vvesss 1/“0.000
wa Leiden P Y R E R R e W N I A R @ 1/500000
S e e ieeeeaaen s+. /15,000
A 2 R . T I A R B R R B I AR W - W e W WV oee oo wb 1/200000
........ B hesbee tbeiiabeueiuwe-eaueass o.-wees L1/30,000

C 10 ......... VM v b e v Nl b 0RABG@u.9 bbbl 1/50000

821ada ciee- ane bt aaaen- Gevbasesocanen veaw.e 17300,000
B 1 LR R N A R R IR W GO B o oo bddbdb0bdbde i l,lolooo
B 2 L R R R L IR O e P UbOoo . vwvIdeNABON . cenb l/300000
Rosetti é PRI IR I R e I I I I S ddwvuowevbossaeds 1/300000
Tapalquén a G Bb e e wvowbbbobunons va-duobdavasLbas 1/10.000
Tapalquén e bsuNRocduavdtidecnbdlacbunadsORlobod L/lS-OOO
Dulce 2 @O Wbt o - vt vrveelersborVoveBrvwenonaBiudbaae l/lO0.000
S 3 LR NCECIC I BN RN R I W AR IR I N VR SR I I IR A R B N N 1/10.000

QB GBB Y™ . s lo+v<00busgvodddusbdldovuvadsdobdbodbodrd 1/5¢OOO
© VUG OO VR vivsnboeivwsvdieddboneddovsddoavdddldoe 1/500000

O ONLF
aefi s Qo]
FPON

DO v v wo v vaddéododadldoed ¢899 06800 duueest@byouadbasd 1/7.000
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Resultados de los estudios suerolégicos realizados

Sobre 1la base de los resultados obtenidos examinaremos
las relaciones antigénicas halladas entre las dlstintas cepas, de
igual o distinto origen.

Veremos primeramente qué vinculaciones y diferenclas hemos
snsontrado entre cepas provenientes de una misma miestra de agua,

Las cepas A] ¥ Ao han resultado diferentes, y no estin
estrechamente vinculadas con ninguna otra cepa ensayada,

Respecto a las cepas C6 y Cl0, las relaciones mds notables

en las reacclones de microaglutinacidén cruzada son las que siguen:

~Sueros=
Cepas c6 Cl0 Va Gent
cé T 20 100
C10 03 T 0
Wa Gent 1,7 0 T

Estas cepas son obviamente diferentes, y hemos tenido opor-

tunidad de confirmarlo mediante las pruebas de adsorcién siguien-

tes: ~-dilucién-
Suero adsorbido frente 1:10 1:50 1:100 1:200
por c¢epa &a cepa
C10 cé cé N N N N
" " C10 P P P P
Wa Gent cé cé N N N N
nou n Wa Gent P P P N

Las cepas Bl’ By ¥ B3 exhlben las signientes relaciones :

=Sueros=-
Cepas B B2
By T 33
B2 100 T
B3 0 0

Estos resultados indican que B3 es independiente, pero en
cambio Bl resulta ser igual a B2, como se deduce de las sigulentes

pruebas de adsoreidn cruzada :
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~-Dilucién-

Suero adsorbido frente '

por cepa a ecepa 1:10 1:50 21:100 1:200
R1 B2 B2 N N N N
" " Bl N N N N
B2 Bl Bl N N N N
" " B2 N N N N

Con las cepas Rosetti 3 y Rosetti 6 no hemos podido rea-
1izar pruebas de adsorcién, pero es verosfmil suponer que son i-

dénticas o miy simllares :
-Suero s~

depas Rosetti 6 Tapalquén 3 Wa Gent
" Rosetti 3 100 50 5
Rosetti © T 20 50

reaccionando a titulos muy bajos o nulo frente a los docmis sueros
easayados,
El grupo 4S3, UWH1 y L4H2 estd relacionado del siguiente

moao ¢

Cepas ﬁS3 652 1
453 T 0 -0
LH1 1 20 k.3
LH2 0 0 43

de 1o cual deducimos que 4H2 y 4H1 son diferentec'de.ks3 y my
posiblemente también difcerentes entre sf,

' Particular interés revisten las relaciones entre las cepas
5H2, 551, Patoc 1, Sao Paulo y semaranga RS173, éue hemos hallado

vinculadas entre si:
=S U ero s

Cepas bH2 Sao Paulo Patoe 1 RS173
SH2 T 10 20 6
551 150 20 33 Bg
Sao Paulo 80 T 200 100
Patoec 1 80 30 T 67
R.S. 173 80 10 20 T

Repetidas detcfminaciones han seﬁalndo'una mayor agluti-
nabilidad de 581 que de 5H2, pero es muy posible que su composicién
antigénica sea la misma, Estas cepas serdn estudiadas més a fordo
por este Instituto,

Hemos hallado las siguientes relaciones entre las eecpac
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del Arroyo Tapalquén: L
-Suerose-

Cepas Tapalquén 3 Tapalquen 4 5H2 9H1 Bs,As, Bs,As.2
Tapalquén 2 3 33 2 1k 6,7 3'3.‘
Tapalquén : T 343 0 1k 0 0
Tapalquén & 10 P 10 1% 3.3 1,7

v hemos comprobado que Papalquén 3 difiere de Tapalquén 4 mediante

las siguientes pruebas de adsorcidn cruzada :

-d1lueil 6n-

Suero Adsorbido Freate ‘

por cepa & aepa ~1:10 1:50 1:100 1:200
Tapalquén 3 Tapalquén 4 Tapalquén 4 N N N N
Tapalquén 3 Tapalquén 4 Tapalquén 3 P P P P
Tapalquén 4 Tapalquén 3 Tepalquén N N N .E
Tapalquen 4 Tapalquén 3 Tapalquen P P P +

Por otra parte, las reacclones de microaglutinacién in-
dicarian la vinculacidén existente entre Tapalquén 2 y 4, que pro-
bablemente son idénticas,

Se puede afi;mar que 6H2 difiere de 6S2, pucs el suero
de esta dltima (T = 1:50,000) no aglutina 2 la primera, 1la cual,
por otra parte, es aglutinada por el suero anti=A> , que no reac-

ciona con 1la cepa 6S2:

~SUueros=
Cepas 682 A2
6S2° T 0
6H2 0 15

Por el contrario, nada podemos asegurar sobre 3H2 y 3S2
puesto que pricticamente no reaccionaron con ningin suero ensayado,
Yy no hemos podido preparar los sucros correspondientes a estas cee

pas,

Conviene indicar que se han encontrado algunas relacio -
nes asimétricas en microaglntinaciones cruzadas ontre las cepas es-
tudiadas y los sueros disponibles, A contimaeidn sefinlamos sola=
mente aquellos valores que mucstran tales asimetrfas, y otros avn
no mencionados que representan vinculaciones de consideracién, por

tencer lugar a porcentajcs rclativamente altos del tftulo homblogs:
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20
Tapalquén 3 1k T 33
Rosetti 6 20 T 50
Rosetti 3 50 100 5
Wa Gent 0 T
4H2 L3
=Sueros- . . =Suerose
Cepas Salada Tapalquén 4 Cepas Dulce 2 Ranchos
Salada . T 23 Dulce 2 T 150
Tapalquén L 0 T Ranchos 5 T
Suero Suero
Cepa 6s2 Cepa A2
4H1 20 612 15
682 T A2 T

Durante 1la realizacién de las primoras prucbas dc microagluti-
nacidn, empleamos en algunos casos, para orientacidn, antigenos for
nolados, pues, como s¢ ha exprosado, ¢llo pernitfa con frecucncia
trabajar con cepas que de otro modo aglntinaban espontédneanente,
Procedlcndo de tal mancra con la cepa "Salada", se observaron rcgpee
tidamente fenénenos de aglutinacidn a valores dc hasta 104 del tf-
tulo homélogo con el suero anti=-Akiyard A (autunnalis AB), Sc cxa-
ninaron por lo tanto postcriornmente las rclaciones existentes econ
los.otros suerotiros de ese suerogrupo, hallindose sélo aglutinacién
al 5% del titulo hondlogo del suero anti-Rachnat (valores finales,
con antfgenos vivos).

En eanblo, con antigeno formolado, se deterniné en mnerosgs
Ocasiones una imtensa aglutinacidén, a valores del 204 aproxinnda -
nente del tftulo hombélogo, con el suero anti—ﬁjasiuan. dnico en gu
suerogrupo en la clasificacién en vigor,

Realizada la correspondiente adsorcidn de anticuerpog, se ob~
tuvo el siguiente resultado :
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A1 1uclone s-

Suero Adsorbido Frente

por cevna a eepa 1:10 1:50 1:100 1:200
Djasiman Salada  Salada N N N N
Djasiman Salada Djaciman P P P P

duando se pudieron reallzar las pruebas de microagluti-
nacldén con antigenos vivos, se pudo comprobar que los porcentajes
de los tftulos homélogos eran entonces mucho menores, como se de-

duce de los cuadros correspondientes, =
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CONCLUS IONES

1.) Mediante sicmbra directa de las miestras en medio de Savi-
no y Remnella o a¥n de Xorthof adicionado con 4%o de sulfanilamida,
se ha producido el »4rido desarrollo de contaminacién y en ningin
caso el de leptcspiras, por 1o que se estima necesaria una purifie
cacidén previa,

2,) La avpilcacién para tal fin de las bujfas Pasteur-Chamber=
land L3, discos Seitz EKs o la "filtracién rédplda por cobayo" no ha
resultado satisfactoria, debido a la elevada retencién de leptospl-
ras que se produce,

3.) Las membranas Millipore HA permitleron obtener leptospiras,
saunque generalmente bastante contaminadas. dog las de tipo PH se ob=
tuvieron cultivos poco contaminados o pmros, y con las GS, mayor mi-
mero de estos filtimos, sl bien estas membranas tlenen una tendencia
mayor a la retencién de leptospiras,

De este modo se ha logrado una técnica de aislamiento sen=-
cilla, que ademés ha dado resultados positivos mis rdpidamente y en
mayor mimero de casos que el medio de Zuelzer para leptospiras sa-
préfitas. no hallédndose por otra parte restringida a 8&stas dltimas,

L_) Se ha observado ademis que la membrana GS es 1la mis conve-
niente para la purificacién de cultivos contaminados, 10 que consti-
tuye una aplicacién prictica importante,

5.) Mediante sulfanilamida, pudieron eliminarse selectivamente
en casl todos los casos ciertas espiroquetas, filtrables a¥n por GS,
gue se hallaban contaminando algunas de las cepas obhtenidas, lo qﬁe
complementa la técnica de aislamiento mencionada,

6.) Las leptospiras parecen ser totalmentg ?etenidas por las
membranas Vé y VM, por 1o que no resultan adecuadas.

7.) Se ha demostrado que con frecusnsla las cepas obtenidas de
distintas porciones de un mismo filtrado eran antigénicamente dis-
tintas, Esta frecuencia es mayor si se consideran distintas tam -

bién aquellas cepas que exhiben diferencias de aglntinabilidad, fe-
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némeno estudiado ya en leptospliras patégenas por algunos lnvesti-
gadores, pero cuya cxplicacién a¥n permanece oscura. (202, 203)
Estos aislamientcs de cepas distintas revelan la frecuente
coexistencia de variados tipos antigénicos en una misma agnha,
8.,) Por otra parte, se han hallado cepas relacionadas suero~
16glcamente con otras de diversos origenes, probidndose una vez més
que antf{genos que componen el mosaico de las_L.aguicolas pueden

hallarse en cepas de proveniencia incluso my lejanag

SUGERENCIAS

Sugerimos que el método de aislamiento mediante membranas,
sea ensayado para la obtencién de leptospiras de orina por culti~
vo, ¥ de otros materiales contaminados adaptindoloc a las necesida-~
des de cada caso,

También creemos conveniente la prosecucidén del estudio anti-
génico de algunas cepas exaninadas en este trabajo, tenlendo pre-
sente los resultados de ciertos autores. (20ﬁ)

Iuego ser4 interesante ensayar para el suerodiagndstico pre=
liminar de la }eptospirosis‘en dlversas especles animales, aquellas
cepas que hemos encontrado vinculadas a la semaranga RS 173, Patoe 1
y Sao Paulo,=
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NUEYA._ PROPUESTA DE CLASIFICACION

Cuadro N2 47
SUBCOMITE DE TAXCXCMTA DE LEPTOSPIRA DEL, COMITE INTERNA-
CIONAL DE NOMENCLATURA BACTERIOIOGICA
LISTA DE SUEROTIPOS Y SUB-SUEROTIPOS DE LEPTOSPIRAS PARASITAS
J11p0 Suerotipo Sub-Suerotino Cepa Tipo (x)
icterohaemorragiae icterohaemorragiae incompleta (xxx) RGA
icterohaemorragiae 1cterohaemorraglae M20
icterchaemorragiae mankarso Mankarso
(xx) icterohaemorragiae ndahambukuje Ndahambukuje
naam naam Naam
(xx) mpaam mwogolo Mwogolo
naam dakota Grand River
sarmin Sarmini
birkini birkini Birkin
birkini smithii Smith
ndambari Ndambari
javanica javanica Veldrat Ba-
tavia
pol Pol
coxus Cox
sofia 87
celledont celledoni Celledoni
celledoni wvhitcombi Vhitcomb
canicola canicola Hond Utrecht .
schueffneri Vlieermiis 90C
benjamin Benjamin
Jonsis Jones
sumneri Sumner
malaya H6
(xx) kamitunga Kamitunga
(xx) bafani Bafani
(xx) kahendo Kahendo
broomi Patane
bindjel Bindjel
5allum ballum ballumensis Maus 127
ballum castellonis Castellon 3
gyrogenes pyrogenes Salinenm
zanoni Zanoni
abramis Abraham
biggls Biggs
hamptoni Hampton
alexi HS616
robinsoni Robinson
(xx) manilae LT398
wynopteri cynopteri 3522C
butembo Butembo




Gruno
arntumnalis

zmstralls

: e ap O & @ = o -

srippotyphosa

.ebdomadis

(xx)

(xx)

(xx)

> e o

~syhaviae

v w8 ear @ Gu e W "™ o

- 08

v W

semaranga
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Suerotipo

autumnalis
autumnalis
antumnslis
autumnalis
bangkinang
erinaceti~auriti
mooris

sentot

dlasiman
djasima

australis
menchen
bratislava
fugls

grippotyphosa
hebdomadis
hebdomadis
kambale
kremastos
worsfoldi
Jules
borincana
kabura

mini

mini

mini

hardjo
wolffid
medanensis
sejroe
sejroe
saxkoebing
saxkoebing
haemoliticus
haemoliticus

bataviae
paidjan
djatzi

hyos
hyos
hyos
atlantae
1 suba

Sub=Suerotipo Cepa Tipo
autumnalis Akiyamd A
rachmati Rachmat
fort-bragg Fort-Bragg
bulgarica Nikolaevo
Bangikkinang 1
Erinaceti-auris
Moores
Sentot
djasiman Djasiman
gurungi Gurungl
pomona Pomona
cornelli CB
Ballico .
Muenchen C 90
Jez Bratislava
Fudge
Moskva V
hebdomadis Hebdomadis
nona Nona
Kambale
Kremastos
Worsfold
Jules
HS = 622
Kabura
mini Sari
swajlzak Swajizak
georgla LT 117
Hardjoprajitno
3705 -
Hond HC
sejroe M 84
balcanica 1627 Burgas
saxkoebing Mus
nero Nero
haemoliticus Marsh
ricardl Richardson
Swart
Paidjan
HS 2
hyos Mitis Johnson
hakeri LT 79
guidae RP 29
LT 81
Kisuba

3

LISTA DE SUEROTIPOS DE LEPTOSPIRA BIFLEXA

semaranga
patoe
sao = paulo

Veldrat S173
Patoec 1
Sao - Paulo

- = m e & @ e a

(x)La primera cepa tipo indicada en cada suerotipo es considerada com:
cepa tipo de ese suerotipo,

‘(xx;Clasificacién provisional
‘ El suerotino ;gﬁg%glggi se coloca antes del
debldo al descubrimiento anterior de su cep

", XX

« dependiente de trabajos ulteriorec,

;gteroh%egggrag!-e
a tipo A). 2
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