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Estudios sobre leptospiras

Il. - Leptospira bonariensis (n. sp. ?) aislada en las ratas
grises de la ciudad de Buenos Aires

Por ENRIQUE SAVINOC y EDUARDO RENNELLA

En trabajos anteriores (Savino y Rennella, 1942), hemos estu-
diado las condiciones de desarrollo de diferentes cepas de leptospi-
ras y sobre la base de estos resultados las dividimos en dos grupos
de acuerdo a la modalidad de su crecimiento en medio nutritivo sin-
tético y semisintético. En este trabajo estudiamos los caracteres
antigénicos de los citados microorganismos.

I. - ANTECEDENTES

Después que Inada e Ido (1915), aislaron leptospira, por prime-
ra vez, de nn eago humano de enfermedad de Weil y la denomina-
ron Leptospira icterohaemorrhagiae, numerosos autores demostraron
su presencia en roedores y otros animales.

Ido, Tto y Wani (1918), deseriben en el Japén el agente etiold-
gico de la enfermedad conocida con el nombre de « Nanukayami»
o enfermedad de 7 dias, lo denominan ZLepiospira hebdomadis, y
fué identificado con la leptospira Akiyami Tipo B de Koschina,
Shiwozawa y Kitayama (1924); hallazgo que por otra parte fué
confirmado por Stéfanopoulo y Hosoya (1928). Segun los autorss
ratén de campo, el Microtus montebellor, es depbsito

aponeses un ratén de campo,
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natural de esta enfermedad. Mochtar, De Reede y Rijkekiisch
(1941), describen cn las Inmdias Orientales Helandesas leptospirosis
humana por Leptospira hebdomadis y en esa misma regién Kou-
wenaar y Wolff (1930), aislan leptospiras en perros que Esseveld,
Collier y Mochtar (1940), la identifican como Leptospira hebdo-
madis.

Sardjito y Postmus (1927), aislan en Batavia, en R. norvegicus,
una cepa de leptospira, que Walch y Soesilo (1927 y 1939) la
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identificaron con unas cepas aisladas por ellos de pacientes y la
diferenciaron de las especies de leptospiras conocidas. Luego, Hs-
seveld y Collier (1939), v Mochtar y Collier (1939), identifican
estas cepas de leptospiras con otras aisladas por ellos —en E. nor-
vegicus de Batavia v de Makassar, y en perros y en gatos de Ba-
tavia — v la denominaron Leptospira bafaviae. BEs interesante por
otra parte consignar que Schiiffner (1938), identificd como de esta
especie la Leptospira mutis aislada por Mino (1938), de un pa-
ciente en Vercelli (Italia) y por Varvello (1940), en E. norvegi-
cus. De confirmarse estos resultados, en realidad L. bataviae tendria
gue pasar a sinonimia.

Kaneko, Kotorii y Aoki (1935), examinan 1426 animales de cam-
po pertenecientes a la especie Apodemus speciosus speciosus, en el
distrito de Hasami (Japén), y encuentran 209 (14.7 %) infectados
por la Leptospira autumnehs o leptospira Akivami tipo A, de Kos-
hina, Shiwosawa y Kitayama (1924). También debemos agregar
gue Schiiffner (1938), identifica a esta especie de leptospira con
el tipo Rachmat aislado por Baermann (1923), en Sumatra, de la
sangre de un paclente. La Lepiospirae autumnaelis es el agente etiold-
gico de la enfermedad conocida en el Japén con el nombre de
« Hasamivami » o fiebre otofial. Mochtar (1940), demuestra la pre-
sencia de la citada especie de leptospiras en cerdos de Batavia.
Aoki, Kaneko v Marimoto (1935), utilizan diferentes n.étodos para
demostrar la presencia de Leptospire autumnalis en 50 ejemplares
de Apodemus speciosus speciosus y obtienen cultivos positivos en
el 40 % de los casos. También debemos recordar que Schiozawa
(1928) demostré que la leptospira Akiyami Tipo A era diferente
de la Lepiospire icterohaemorrhagiae. Y por otra parte Vaucel ais-
la, de un caso humano, en Hanol (Indochina), una cepa de lep-
tospira que denomina « K'» y que sueroldgicamente parece tratarse
de la Leptospira autumnalis. También es probable que la leptospira
tipe Pomona —-deserita en Queenslad (Australia) per Clayton v
Derrick (1937), Lumley (1937) y Johnson (1938), v que fué ais-
lada en casos humanos, en ratas ¥ en perros de Batavia (Mochtar
v Jollier, 1939) — corresponda a la Leplospira autumnalis (Clay-
ton y Derrik, 1937).

Sardjito, ‘Mochtar y Wirasmo (1937), examinan en Java 104
ratas de campo (Rattus rattus brevicaudatus) y aislan 23 cepas
de leptospiras que se caracterizan por su poca virulencia para el
cavia y por ser muy patdgena para la marmota, provocando icte-
ricia. Esseveld y Mochtar (1938), estudian los caracteres antigé-
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nicos de esta cepa y de acuerdo a sus resultados crean la nueva
especie Leptospira jovanica. También fué determinada la preseu-
cia de Leptospira javanica en los animales signientes: Rattus con-
color, en Makassar (HEsseveld, Collier v Mochtar, 1940, v Mochtar
y Collier, 1939) ; Rattus ratius, en Java (Hsseveld, Collier vy Moch-
tar, ‘1940)' Rattus rattus dierdi, en Makassar (Mochtar v Collier,

939); en R. norvegicus y en gatos de Batavia (Esseveld, Collier
v Moch tar, 1940).

También, Sardjito, Mochtar y Wirasmo (1937), aislan en Ratfus
rattus brevicaudatus, en Ambarawa (Java) el tipo « Salinem » que
segtin Hsseveld, Collier y Mochtar (1940) corresponderia ia Lep-
tospira pyrogenes Vervoort (1923). El tipo « Salinem » fué aislado
de un enfermo en la localidad del mismo nombre en Java (MMochtar
1927) v probablemente corresponda a la cepa « Zanoni» prove-
n'cnte de ratas erises de Australia v provisoriamente designada con
Valeh-Sorgdrager, Bohlan-

'\T

el nombre de Leptospira australis por
der v Schiiffner (1938). También Mochtar (1940) deuermina Ia
presencia de esta especie de leptospira, en cerdos de Batavia.

Imente, resumiendo log trabajos de Tsseveld, Collier v Moch-

tar (1940), Hsseveld v Collier (1938), Mochtar y Collier (1939},
Mochtar v Collier (1940) y Mochtar y Hsseveld (1939), tenemos:
1 entre 174 cepas, aisladas en Java, de 1042 Rattus rattus brevi-
caudatus, 164 evan L. jovawica v uwna L. bataviee; 2°, entre 18H
crpas aisladas de B norvegicus, de la ciudad de Batavia, 15 perte-
f“ a L. javanice v 100 a L. bataviae; 3° cl 50 % de las ratas
guises de los subuvbios de Batavia estan infectados econ ambas es-
pecies de leptospiras; 4° examinados 223 gatos de mag de 1.5 kilo
de peso, obtienen 13 cepas de leptospiras, 7 clasificadas como 7.
batavie y 6 pertenecian & L. jovanica; 5° estudiadas 600 ratas en
Makassar (Celebes), encuentran Z. javantca en Rattus concolor
(3 9%), en Eattus vallus Drevicandelus (2 %) v en Ballus rattus
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IT. - M#ropo

@) Preparacion de suero inmune de conejo.— Fué obtenide
de acuerdo a la téenica descrita en un trabajo anterior (Savino y
Rennella, 1943).
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b) Téenica de titutacion de anticuerpos. — Es la descrita en
un trabajo anterior (Savino y Rennella, 1943).

¢) Método de absorcion de leptospirolisinas. — Con este objeto
tomamos 160 ml de un cultive de leptospiras desarrolladas en el
medio liguido descrito por nosotros y tras una incubacidén de 8 a
10 dias lo centrifugamos a 5.000 r. p. m. durante 1 hora a 10°C. Kl
precipitado de leptospira obtenido lo suspendimos en 1.5 ml del
medic de cultivo y a 0.15 ml de suero sanguineo, diluide al 0.1 ¢
en solucién salina al 0.85 %, le agregamos 0.6 mi de Ia suspensién
de leptospiras. Agitamos la mezcla y la Hevamos a la estufa 2
29-30° durante 20 horas; separamos lasg leptospiras remanentes por
centrifugacién y con el lignido sobrenadante realizamos las pruebas
de titulacion de leptospirolisinas. Como testigo a 0.15 ml de la
dilucién arriba citada del suero sanguineo, la agregamos 0.6 mi de
medio de cultivo v lo dejamos en la estufa en las mismas condicio-

A

nes que el suero absorbido.

La concentracién de las leptospiras empleac en la absorcidn
de los sueros variapa de 2.500 a 1.660 XX 108 "‘Licroorgafﬁﬁ"10:-‘ DOT 1Ll

d) Cepas de leptospires utilizadas. — Hemos estudiado las ce-
pas de leptospiras mencionadas por nosotros en trabajos anterio-
res, es decir: RGA, Lisboa, STIV, China, Montevideo, 189, 161,
102, 462 467, MA y Ry, cuyas procedenciag fueron citadas en

&y I

dichos trabajos. Ademés de estas cepas hemos estndiado también las
siguientes: M., 47, 53, 57 y 256, (La cepa M. fue aislada, en
Montevideo por el Profesor Dr. B. V. Talice (*) de un caso hu-
mano, v lag restantes fueron aisladas por nosotros de lag ratag gri-

ses que llegan a la Seceidn Feste). También debemos sagregar que
las cepas RGA, China y Lishoa, figuran en la literatura como tipo
de Leptospira scterohaemerrhagice (Zimmermann 1930, Carlinfan-
t1 1938 v Kaufmann 1938). Ademas la cepa RGA fué aislada en
Berlin en el afio 1515, de un paciente atacado por la enfermedad
de Weil. De todas las cepas citadas s6lo eran patbgenas para el ea-
via las sigulentes: Ry, 47, 53, 57, M, v 256,

Lios ensayos de lestospirolisina cruzada de todas las cepas con
los diferentes sueros nos permitid dividirlas en dos grupos. Bl gru-
po A incluye las cepas BGA, China, Lishoa y STIV, v el grupo
B las cepas: Montevideo, 189, 161, 192, 462, 467, MA, R;, M,, 47,
53, 57 v 256. Las cepasg de cada grupo lisan entre si en un titulo

(*Y A quien agradecsmos la, gentilaza d> habarnos facilitado dicha cepa.
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Jigual al del suero homélogo (valor que era 1/100.000 y en algu-
nas ocasiones 1/500.000) y en cambio no lisan aun en el titulo
de 17100 cuando se colocan frente al suero del otro grupo.

En los experimentos de absorcién de leptospirolisinas hemos to-
.mado en cada caso dos cepas en relacidbn con los sueros Inmunes
-correspondientes y los ensayos realizados fueron los siguientes:
RGA-462 ; China-Montevideo ; STIV-189 ; STIV-MA ; STIV-R; ;
Lisboa-161; RGA-China; China-STIV; STIV-Lisboa; Lishoa-462;
-462-Montevideo; Montevideo-189; 189-MA ; MA-467; 467-192; 192-
161; 161-R; ; R,-RGA; RGA-256; 256-Ry ; 256-Lisboa; 256-53;
STIV-53; M,-China, M,-MA ; 47-Lisboa; 47-192; 47-57, v 57-RGA.

Lios resultados de los 27 ensayos de absorcién de leptospirolisinas
-estan sintetizacdos en la Tabla 1, donde An y Am representan las
czpas del grupo A, vy Bn y Bm las del grupo B.

Tasra T

Titulo del Resultad:> de la absorcién

Cepa Suero suero :
inmune Cepa Titulo del Cepa Titulo del
estudiada inmune sin de suero de suero

absorber absorcién absorbido absorcién absorbido
An An 1/100.000 An (%) Am 0
Am » » » 4] » O
An Am > » 0 > G
Am » » > 0 » 4]
Bn £n 1/100.000 Bn 0 Bm Q
Bm » » » Q0 » O
Bn Bm » » 0 » 0
Bm » » » 0 » 0
Am An 1/100.000 An 0 Bn 1/100.000
Bn » 0 » 4] » 0
An Bn 0 » 0 » 0
Bn » 1/100.000 » 1/160.000 » 0

(*) En realidad el signo O indica que el valor del suero es inferior a 1/10.000.
TII. - RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la absorcién de leptospirosilinas con-
.signados en la tabla 1, nos permiten dividir a las cepas de leptos-
pras estudiadas en dos grupos. El primero lo forma las cepas:

Vol. XII, N° 2

RGA, STIV, China y Lisboa, y el segundo las denominadas 462, -

Montevideo, 189, MA, 161, 256, 53, M., 47, 57, 467, 192 v R, .



Junic 1944

Enrique SaviNo v EDUARDO RENNELLA 187

Debemos agregar que los sueros obtenidos con las cepas de cada
grupo no lisan a las leptospiras del otro grupo atn en la dilucién
1/100 y que en algunos ensayos realizados los sueros eran absor-
bidos con las cepas del mismo grupo en diluciones menores a
1,/1000.

51 por otra parte nosotros consideramos que el primer grupo
corresponde a la Leptospira icterohaemorrhagiae, nos lleva a la
clusién que la especie de leptospiras aisladas,
ses de la ciudad de Buenos Aires como en los casos humanos do
Montevideo, no pertenecen a dicha especie. Como no poseemos to-
das las especies aisladas de ratas y de otros roedores y que se ei-
cuentran descritas en la literatura, no podemos afirmar que las
leptospiras del segundo grupo pertenezcan a una especie nueva y
por dicho motivo le damos temporariamente el nombre de Leptos-

A la anartnnidad dsa wada
(SR Viue vududaain U Ul

virg bongriensie hasta gque pueda te ¥
compararla con lag otras especies de leptospiras conocidas. Por otra
parte L. bonariensis se diferencia de L. {icterohaemorrhagiae por el
hecho de que s6lo la Gltima es capaz de desarrollar en los medios
nutritivos sintéticos v semisintéticos estudiados (Savino y Renne-
lla, 1942). Ademas, la Lestospira bonariensis mata al cavia con pro-

duceidén de icterieia.

1V. - CoNCLUSIONES

1o — Hstudiamos la constitucién antigénica de 17 cepas de lep-
tospiras: dos pertenecen a casos humanos registrados en Montevi-
deo, once fueron aislados en ratas grises de la cindad de Buenos
Alres vy las cuatro restantes estdn clasificadas como Leptospira ic-
terohaemorrhagice.

2¢ — Por sus caracteres antigénicos y culturales las cepas de lep-
tospiras aisladas de los casos humanos y de ratas no pertenecen a
la denominada Lepfospira icterchaenmorrhagice y temporariamente

la designamos con el nombre de Leptospira bonariensis.
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