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Estudios sobre leptospiras
1. - Método para !la determinacién de leptospirolisinas

Por ENRIQUE SAVING y EDUARDC RENNELLA

La determinacién de anticuerpos en los sueros inmunes para 'a
leptospira tiene mucha importancia no sélo para el diagnéstico, sino-
también para la identificacién de especie. En este trabajo descri-
bimos una téenica para la determinacién de liginag fundada, en

parte, en trabajos anteriormente realizados por nosotros.
I. - ANTECEDENTES

Martin, Pettit y Vandremer (1917), demuestran por primera.
vez la presencia de aglutininas para la leptospira en los sueros san-
guineos de enfermos de leptospirosis y en el de caballos inoculados.
con leptospiras. Los autores indican la conveniencia del empleo de-
medios culturales liquidos y la necesidad de emplear el fondo os-
curo para la observacién del fenémeno de aglutinacidn.

Langworthy v Moore (1927), describen una téenica basada en.
la aglutinacién y lisis de las leptospiras cuando éstas entran en
contacto con un suero inmuiie.

Fletcher (1927), determina la presencia de aglutininas basado-
en el empleo de un medio nutritivo semisélido.

Schiiffner (1934), publica una téenica empleando leptospiras
vivag y muertas por formol. Con las primeras observa fendémenos
de lisis y con el uso de las segundas la aglutinacién. El autor se
irclina por el empleo de antigeno formolado, porque en csta for-
ma, la operacién no tiene ningin peligro y los resultados son mas
nitidos. Este mismo autor (1932), da detalles de un método para.
la determinacién de aglutininas por el empleo de leptospiras muer-
tag por formol o fenol y suspendidas después en glucosa al 10 %.

Erber (1935), desarrolla un método similar al anterior y em-

plea cultivos vivos.
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Brown y Broom (1939), emplean desarrollos de leptospiras, o
el medio de Fletcher, muertas por formol, al que previamente agr:
gan saponina para facilitar la precipitacion de lag leptospiras por

centrifugacidén.

IT. - MATERIAL

Bl material utilizado para la titulacién de las lisinas consiste:
1: Suero ganguineo Inmune de conejo obtenido por inoculacidn in-
travenosa al conejo, de cultivo de leptospiras de 7 a 10 diag de
incubacién, desarrollados en el medio ya descrito (Savino y Ren-
nella, 1942). Con este objeto hemos inoculado 2, 4 y 8 ml del cui-
tivo de leptospiras, con un intervalo de 5 dias entre cada inyec-
cién y sangria del animal después de una semana de recibir la Ul
tima dosls inmunizante. 2 Clultive de leptogpirag en el medio na-
tritive liquido deserito por mnosotros (Savine y Rennella, 1941
[tilizamos los desarrollos obtenidos en 7
a 29-30°C, cuva concentracion es de 80-150 X 10° leptospiras por ml.
5* Camara para la cuenta de leptospiras, deserita en un trabajo

anterior (Savino v Rennella, 1942).

I1I. - METoDe Y RESULTADOS

Hi método consiste en hacer dilueior -~ del suero inmuie, corres-
pondiente a una concentracién doble el titulo gue se desea medir
y agregarles igual volumen de cultivo de leptospiras. En nuestirus
ensayos mezclamos 0.2 ml de la dilucién del suero, en solucidn de
ClNa al 0.85 9% con 0.2 ml de cultive de leptospiras, en un tubo
pequenio, estéril y tapade con algoddén que luego incubamos en :a
estufa a 29-30°C durante 20 horas. En esta forma si el suero ecn
estudio tiene lisinas hard desaparecer las leptospiras del cultivo
vivo empleado vy el titulo estard dado por la mayor dilucién del
suero que tiene acciéon litica. Con mayores concentraciones del sue-
o inmune snele ohgervarse grumos de Teptospiras en licig, forman-
do masas amorfas con algunas leptospiras libres. En cambio con
menores concentraciones de suero s6lo se manifiesta el fendémeno
de lisis.

Como testigo tomamos un tubo con 0.2 ml de solucién salina
(0.85 %) v 0.2 ml de la suspensién de leptospiras.

En la tabla 1 indicamos los resultados obtenidos en la medicién

de un suero inmune de conejo con el empleo de la cepa homdbloga.
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Tasra I

Medicién del suero 797 correspondiente a la cepa 462

Dilucidn 1/160 1/1.000 1/10.000 | 1/100.000 | 1/500.000 Testigo
No de leptospi-

ras por ml 5 % 100 0 43100 41 W 108 63 X w[ 68 X 106
Lisis 9% ...... 23 100 04 40 7 I Y

IV. - ResuMEN

En el presente trabajo relatamos un método para titular las lep-

tospirolisinas contenidas en el suero de animales inmunes. Hsta fun-

dado en la cuenta microscOpica de leptospiras.
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