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TIEODUCC AT

Las vacunas del tipo e las bacterinas son frecusntemente ugo-
das con: el propdsito especifico de proteger a los aninales contra in-
feccidn,

Bl objetive principal de este trabajo consistid en 1o prepe-

racidn de une bacterine experimentel contra la Leptogpira canicola en

el homgter ilesoericetus ouratus, lo nruebs de diche vacuna ¥y encentrar

gu potencia (ED5O)..

Le investiracidn se 1llevd o cabo en los Laboratorios de la ibi-
gidn Cient{fica de lc Universilsd de Pennsylvenia, Departanento de I
dustriz hnimel, Dsteeidn Bxperimental "Le Colera" del idinisterio de
Lzrienlturs v Jonaderfa. 1 troajo se efectud en el periodo de tiem—
no conprendido entre el 3 de Unys Jde 1983 al 7 de Hoyo de 1984,

La cepa utilizada fue L, ecanicole sislada en MNicarazue del gato

coyocebo Urocyon cinereourgenteus. Je le aumentd lo wviralencis =mediante

pasajes consecutivos por homsters ¥y se cultivd en medio liguido de

Stuart, Lo vecuna se preserd motando o los orgonismos con formalina.

3e comprond la esterilidad de la wacuns,

Para la preparacidn <e 1z cepo retante se eontimnaros los posa-
je§ de leptospirazs por homsters hasto encomtror el LDSO‘ Zaste se uti-
1lizd pars retor o los homsters vacanados, Fincloente se oncontré el
s,

Los daton enconitrados

=1 izaron estadi{sticamente pors en-

contrayr el L§50, pare wrooar ls vocuna y poara encontrar el EBSD'



LITELATULL GEVISLDA

La leptospirosis cs una enfermedad cuys ogente etioldzico es unma
bacterin del Orcden Spirochaetales, Familia Treponemacesce, género Lep-
tognire {7). Todos los orgonismos pertenmecientes a este zénero son de
aspecto norfoldzico bfsicanente similar (15). DLstos son microorgenise
mos filiformes, flexibles, euyo didnetro aproximade es de 0.1 uicrdn
¥ on longitud de 5 a 15 micrones, 3us extroncs se encueniran Zodlados
fornondo ganeos {12), Las leptospiras sflo pueden ohservarse bajo el
microseopio de campo oscuro (15),

Hasta el nomento se hon identificado 60 serotipos de lepioespiras,
pero sdlo se ha couprobedo la cexistencia de siete serotipos en Meso-
américa {de Héxico & Ponamd), I Paerto lico, donde la leptospirosis
aparece en forma hiperendépmica, se han diagrosticado infecciones humanas

con 6 serotipos: L. icterohaemorrhazice, L. djatzi, L. bellum, L.

grippetyp&esa, L. alexi y L, borincana (1).

Ho se sobe verdaderamente la distribucidn de la leptospirosis
en la fmérica Latina, Ro estos ¥1ltimos afios se ha sacado mucha infornoe-
cidn acerca de lo leptospirosis de las zomas hdmedas tropicelcs y subtroe
piccles, Aunme este smbionte se cneucnira em el Caribe v la América
del Dar son reletivamente pocos los lurgares donde se sabe alpo acerca
de 1o leptospirosis y mucho menos donde esto enfermedad ha gido inveg-—
tigado, Varela y sus colaboradores tradbojando en liéxico encountraron

L. icterohsemorrhaziae en un gruso de rator y tanbidn en urn zrupo de

e

8 perros enferwos, observaron L, carmicola. In indrica Letina casi to-

dos las leptospiras se han relaciomado con la ceps L. icterobcenmorrhoe




gines Ademds, se ho observads L, canicola en Cubs, Paerto 2ico, Joaie
¢, Lrgentise, Zrasil vy Uraguey (1),

Como portodores de esta enfermedad se considera tonto o las
rotas ¥ rotones del campo como tambidn o los perros, asf ecomo o diversos
namf{ferss dondsticos y salvajes {4). I los ratos este enfermedad se
mregento como una epizootic en la gune se hon vaelte tolersntes y lo ine-

feeeidn sa natursl, yo que alpunos roedores pueden expalsor leptospiras

daronte el reste de su wida {13},

Lo infeecidn lo pueden sdguirir tonto los snimoles como el hombre
ol pomersc en contacts econ agucs conbominedas, con orinc de animales
enfernos, &l bafierse en cstangues o charcos o al pasar por terrenocs
pantenosocs, penetrands la leptospira a través de las prietas de la piel,
Otra vin de infeccidn es o travds de los rucosas, cuando dstas de pow
nen en contncto con amuas contuminadas o membranas fetales infectodas
(13, Jenerclmente cuando ¢l hombre ingiere alimentos contaminados
con orina de rataes infectadas, cdquiere lo enfermedad (13).

Las leptospiras se pueden enc ntrar lcealizadaes enm el Ifmen de
los tdhulos tortuosoce de los rificnes, Je elinmina ¢l orgenismo en la
orina de los huéspedes, exeretdndose grondes cantidades de leptoapi-
roas, ¢ elgunos casos hosto 100 willones por mililitro, A1 coer lo
orira conteminada en el azun o borro con un ¥l neutre o ligeramente
zlealine, estos pueden sobreviwir dwronte varins gemonas {4}.

Las lesiones princivales se encuentran tanto en el hipado como
en los rifiones. Leos clteraciones cnotomo-patoldzicas se presenton en

eatos mignos orzanos. Tombid: se presentan hemorragics puntiformes en



1z »iel, los vmeoscs y los visceras, Bl Bizedo ge obacrve congestisnne

Zo y clzo reerecido con pemuefing areas neerdticns, Los rifionss meden

p

estas winchodos y sufrir clterecionzs dejrnerativas en las edlalag heni-

telizles de los tifdulos, tortuosos (13),

o)

Je pacden encontror Ios leptospiras em 1o sangre a los tres
eustro dfes de habder adguiride 1o infeceidn y 1o teuperatura comicnza
o desconder despuds de los <os o los cineo afas (13). Lo formoeiln de
anticuerpos se acelerc genernlnente, despufs del sexto al duodecimo
d{c nost-infeccidn, llernndo sleonzor loa titulos nds nlios a la ter-

Lo iofeccidn leptoopirsl del -oncdo vocuno wnucde resultar en
ang infeccidn mwoderada on wmog coosds, ¥ en stros arndo y mordsl. B log
dfas sipmicntes o la infeceidn Loy Tiedre, pfrdide del anetito, la or
duceidn de leche se roduce ¥ la orico ge encuentra sompuinolents, Bl
aninal se eneunentra ondnico ¥ dsto vacle ser dehido como resultado e
re, Cowmo 1o produccidn de leche se reduee, posardn
voriss seasnos antes de cme lo orodaecidn vuclva £ su normclidad (17),

Jnos Ze los nétolos uds se
tospirosis es aisler el agonte cansonte de lo ernfermedad, En sélo
los arinerss éins de lo enfermedad ge deben touer puestras fe sangre
pora hemocultivp, Los cultivos se incubon o una tenmperctura de 37° C
y se estdn exoaninondo cada sicte dins Jursnte un mes. Topbidn se
puece cultivar del nisms modo gue lo sangre, la orima del cnimal tonma~
da csdépticanente (16),

Cucndo =1 naoterinl de cue se dispone estd contominonds, es ne=

cegario hacer jpasajes por ~nimcloes de laboratorio pars parificarlos.

"



Entre los cuatro v siete dfns despuds de la inoculacidn, se tomon mues—
tras de songre por puncidn cardfeca (16),

Los onineles =ds usadon son los eodbayos jévenes de aproxizodo~
nmente 200 gronss de ness, pero wmelos serotipos no cousan infeccidn mor-
tol en estos cnimesles, Los rotas vy ratones hlomeos son freenentezente
portadores naturales de lestospiras por 1o ue no se onconsejon porn
troter de oislar a estos nierosrgonismes, Toohidn se hao usado honsters
jévenes, de 3 o 6 seancnns de edad, (ue hon dodo muy buenos resultados
en el nislacients de ciertos serctivos {eouo L, sopicols v L. grippoty-

Sy

phoaa,) cnando los cobayss no hen sido efectives {16), Lo leptospira
conicole no ez patéyena pora las rotos por ser €atos resistentes ol

agente, Los cobayos resisten la infeeccidn de L, conicole pero no las

infeceioncs de L. ictorohecenorrhaise (11),

La prucha de aglutinacidn nicroscdpico se utiliza pars detector

la presconeia de zaticuerpos en la sangre. Cuandoe el suero de anineles
infeetados por un gerotipo dado se nezela con cultivos vivos de diferen~

tes cenns de leptospiras, dotas se ven aglutinados y lisades al canpo
oseurs, L1 hacer diluciomes on seric se puede deterninar ¢l titulo

del suero (17). 3Se puclen obscrvor titulos .me verfen desde 1:10 hasta
1:300,200, los cuales mumeden nersistir durante vorios neses despuds de
pasada la infeceidn (11).

La inmmided sebive se emplen peneroluente con fines profilde-
ticos, oisntras sue la immanided nesive se emples pore combatir el
zgente coausonte de la enformedad (€).
wparacidn de los Bacterizes, genercluente se amplean

medios adecunios nara ¢l eultivo Jel gérmen especifico, Cuando el medio



de cultivo es sctisfactorio,

fimcloerte ge gusponde en

- . e [ . -
wor eolor, formaling o rodiccioncs ultravioleta {8). o noyoria de los

boeterinns comerzinlos se prepavon on medios lfguidoes de culdivy con 106
o . 7o -
de gusro To conejo {14).

Tm oopincles infeetndns Iss Soetorisos no olteran el curso de la

enfernedad., Se wmuede controleor Ia distritmeidn de leptospiras en hatos

-1

infezetalos por wmedio de immmnizacidn profildetica. in los luzares donde
la enfermedad es endénica se ceostumdro reimmunizar ¢l panado o intoere

volos de 6 o O meses {14),

Yonazawo et al en la preparacidn de unc woeuno con la cepa

3

{

cutummeolis, eunltivororn leptospirns en medio l1icmido de Coxr y las incu-~

baron o 30° ¢ por 7 o 14 &fas, Bl lfcuido fae centrifusads y luesgo
contado suspendiendo el sedimento en maa solaeidn huffer foslo

1os orzenismss le afiadieron uno solueidn fensl

37°C cursnte 24 Lhoras, Lo veeuna wreperadd ot-

0% orgeonigmos por nl, deiterminac

ro contodora. despuds Jdo inmoceunlads lo cepa retonte, nmo se shservs lepe
tospiresia cn lus anizcles vaéun&i:s pero sf en &l control, Despuéds

de los 21 dins post-rets no se observaron lestospiras en los riffones

de los rotones vaennados, vientros sue 11 de los 12 ratomes e control

resultororn positivos (19),

tood y iLlexonder usoron wnd espo L. gonicola nislada de un perre

pora lo preparseciln de wno cepn ce retd o un exverimento con hansters,

Por medio de posajoes sucesivos ge momtuvo la viruleneis de la eepn,



Incenlaron 1 o 3 zotas de sangre extrafda del corozdn del houster en los
nedios Ze eultivos de FMloteker; y los cultivos de 6 o 10 dfas sirvieron
de moterisl de reto, Los cultivos de las diluciones 1072 o 10~% fueron
los (ue ge utilizoron pors izfector a los housters inyectondo introperie
tonenlmente ura dosis de 0,86 =1, 11 Lﬁsa pars 1los respectives niveles
de dilucidn en ecada serie Jel experiuents fue de 107648 308 (18).
3runher y Meyer concluyeron gue, cultivos de L, canicola de mew
dio de Schiiffnsr, trotados con ums solucidn de olumbre sl 2,14, puede
conecentrorse por centrifugacidn ¢ incctivarse -or congelacidn. Una
dogis de 0,001 ml de ese antf-eno orotegid o los hamstoers en que se
probd, nicntras gue unc dosis de 0,5 1, le confirid wna sdélida incmni-
dad o perritos usados en estos experinentos. Hstos cntizenss no eran

immmmogénicos para L. ictershaemorrhagine, Utilizande el mismo procedi-

nignto para lo preparacidn de cotisswe, con la cepa cldgica de ratones,
ge confirid o los hameters uno comnleta proteceidn al usar dosis no
nenos de 0,08 ml, Para ifmwriszor nerros coatra cescs hondlogss un
nfnins de mililitros de sntfzeno inoeulado en dos pasos fue reguerido (8),

Morter et ol, el 180 de las bacterinas L, pomona he sido
seompafiads de sfntowmns sugestivos de anofilaxis, Diez dfas cespuds de
estzr vacunads el gorado con la Bacterina L. pomons se volvid o revoe
cunar, ¥ los cnincles presentoron sefizles de hipersensibilidad, Se
considerd al suero de conejo asoviads con las Hacterinas leptospirales
como el ogente cousante de las resceionss anafildeticas (14),

Jrown et cl em la evoluzeidn de une Geeterins para controlor la

enfernzdad en hatos infectzodos resultoron gue la vacunn de L, pomonsa



era cfeetiva nor <os razones: l.- Tanto los aislanicentos Zel orgonisno

co:o los estudios sersléjicos indicaron gue adlo una especie de leptos-

»ira, L. pomonn, ho aido identificads como el ajente consaonle de la en-

foeramedad. 2.e cue pore sroteger o loas snimales necescrizaente 1os t{-

iy

tulos en ol sucro deben de salir altos (2).

LATELILLES Y LIRTOD0S
enn de Leptos~

Pars la vreparacidn de Io voeuwna se onpled wnn e

~irs conicola cislada en Mieoramae del zobo coyocebo Urocyon cinercoor-—

~enteus {8). lsta se tronefirid o uedio seniadlido de Fletcher {(Bifen),

com suero <e concjo 1 10 por ciento, se exonind ol miercscopio de canpo

osenro ¥ se escorid ¢l caltivo donde se observd el nejor ereciniento,

torle el poler potdseno ¢ lo baeterin se Dizo ane sorie Ce .

Pars el
passjes sucesivos por Ramsters. Se les inoenld por la vio intrzjerito-
neael 1 ce. Jel eultivo de L, ranicols o eada uno Ce dos hamsters, Se
aislars: en eaios netdlicas provistos de suficiente ajne y alizento, 4
uno de ellos se le cortd la orcjo derecha para poder difcrcneiarlos y

ge pesaron disricacnte en una Dalonza calibrads en granoes,

Al ohservarse maa pérdida de peso, se nrocedid ol sislaniento de
1z cepn, actando &l Tomster me mogtrabea mayor descenso enm su DEso, 3¢
le ¢if mmerte por ahoganiento, suuersidndolo en wza solucidn acuosa de
Toeeal al 10 por eients curazte 10 o 18 minatss, Iuego se ecoloed al
hangter en positicdn supins elovédndaolo o uwna tabla pegmefia,

z nlirgviocletn nors
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joras y las »inzas se desinfectoron sunmcrsidadolas ca aleohol 2l 95 por
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cicnto v exponléngolas semidanente suna llmasy Se peluvo una seceibn

s U:.*w&lﬁ Borios mililie

L
i
-
“)
4

de hizrdo ¥y se echd en un meecrolor estéerid

eo) eom 10 por cicats de sucro de

iy

trog del medio 1{ouido de Stunrt {03

conejo, oo triturd "osto obbeser uns cuapensidn lo twe se exominobe mi-

erssedpiconente para comstator 1o rescncic Qe lentospivas,
Con ests suspensidn se incenloron (os tuSos de nedis limido de

- r

Stacrt v <os de nmedis sauisdlicdo de Fleteher, bajo conliciones asépti-
cas on el enarto estdril, Wl hocer eats on enotro medios servio eouo
zedida de semuridod corntra la posibles pdrdide el ’1C“OOV"w”lJuD. Luego
se tomaron 2 ce, de la suspensidn de tojide de hisndo unncerado en mno
jerinza estéril y se imoculoror intraperitonenlmente dos hoansters eon 1
ce, eadn wno,. fore este sepundo pastje wor hamsters se sisuid el niismo
procedinicnte gue ose ko deserito pora el priccr pascje reeidn delinecdo,
istes operaciones gse hicieron lasia llexsr cl nasaje doce,

POoPLOACT T O VACOHL

Del peoaje adwro doce se isld la leptospire virulento, im0
eulondo eon ella doce tubos grondcs de uedio liguido Stusrt los enales
se ineuloron a 28° €. por ceho dfas. Al cetews Jfn se observoron gl
mieroseopio los mediss de culdive pors ver si le dexsidad de poblneidn
leptospirel ora satisfaetoria nora la preporacidn de lo vaeuna, Ze 2o
obgervorse el crccimisnto desezals se deif en inemnbacifn Jurconte cuatro
dfos mds, Cuondo se ryexooinoron microsedpicanente Jespuds de este
perfodo, se¢ vortieron los eultivos fe voblocidn leptospiral satisfac-
toria cue se hollabaon contaoninadles, en wna prodbeto groduada,

In el proeesy co ricnbtsnente sepuido para 1la proporscidn de bocwe

ot . kS -
terinas, se usa 0,26 sor cicnto de formolina. Un este caso ge le ajree
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g8 Torucling, meseldndoln Biem coo

counrobd ierosedpiconents 1o ouor

R —_ [ S
DRSO Se  PUBO Gl TELXIITIS

TS in 3T L ILID L T L, VACTRIL

vecuna, se culiivd fsta o

f

37° C ex los simientes neliss do ealtivo: Lior de iinelonkey {Difeo),

~r Verde Drillante {Difeo), $2ldo Uutritiveo {Difeo), Coldn Sclenite

Lo
P

A

wdic seminflido de Fleteker (Difeo) eon 10 por cicnto de

{Difeo),

SUCED G coneio,

Los pasnjes nduees 16 y 28 se atilizorow para lo preporacidn del

Lo

ne  we Bizo m: enltivo de un tromo de Rigado Jisccads de low homsters
S

X

respectivos, <el cunl se hicioron diluciones en (_v 3"2, hogta

S . . -
13"1U, om medio 1{guilo de Stuart,

a -

Je utilizeron usoss do tres housters por cada dilueidn,. Los

8% sgeomieron al azor Je vo lote

crfom on pess unocs o oteos en ‘& 1B grooss,

1

(]

Se inocunld 1 cc e lo Jilueidn pertinenmte o cada hanster, OSe hizo
ondlisis estedistico core encontrer ¢l LDFQ e Ix cepn rotonte.
%

DLkl Los Ta, VEGIA

Pora lo zruaeba e la voeuna se usaron 4 gprupos de 4 honsiers,
cuyos »esos no vavieron ofs de 15 srooos de diforencin,  Scoinyeetd al

primer sruno ¢on 1oee Jeé 1o veoonnn por bamster; ol sepuncy grano con
8.3 ce y o1 tereor grupo con 0.88 ce. Sc us® pn grupo como contral,

S5e¢ coner’ Sos sernnss despuds de veennar o los hansiors ntes de

inocularlos con lo cepn votoante, mae foe el posnje ndmero 31, Los hans-
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ters ge pesaron Jiaricoente ontos y Gespuds de retarlos, Se notaron
Py i

28 1o suspensidn Je rifidn uncecrado

o los 1¥ cdizs pogtercto y se exoo
n wedio 1fgmids Stucrt ol miercseonio pora comprodar lo prescucic de
Loptospiras, 3¢ hicderon enliivos oo los uedios geriadlides de Metcher
v Lignilo de Stuart, so incuboron o 280° C y se exanincron seusnalnente

garsnte wn s .  Los rosultodos se cmalizars: estadisticanente,

PLUPEZACION 3L ED

p " - h - + P2 - - v L) A T e A -
Pere hnllor el Bdg. se abiligoron B grupos ce & Loongserg, cuyos
G

an eoupren.idos

»es0s &ots
3g hicieron diluciomes oo gserie de lo vaocunn, desce 10~} hosta
0% tondnlose eono wnrs 1o veeuna oreviciente preparadn.  Je imyeetd
0,25 ce la dilueid: respectiva o coda hangter el Zrapo portin.nte,
MAMOs £ oun Jruno gue sé deid couo comtrol. stes se dijoron los
geranns antes de ser dnoculados colx 1o eopo retante,
Pore retar o los bomsters {vocuncdos y contrel) se utilizd
243,22 Lbygp, obtenids Jel pesaje 39, ¥ sc oeupd 0.25 ece prro inocular

]

eada ominal . Estos ac dejoron bajo ohservecidn darante los 21 dies

G

subsigientes, pesindol.s dioriciente, A1 final de este perdodo sc sam

erificoron los hrnstors, vy les susnorzsioncs de rifidn nacernds se obe
g — . £ 2 .- . . - - 3 = *

serversn microsedpieonente, pore comprobar 1o prescreia Je lepbospiras,

Losg roounltados se enclizercon ostoadisticonente,



CUADRO #1

PASAJES INICIALES EN HAMSTERS PiRA INCIINENTAL LA VINULIENCIA DE LA CEPA

Fecha de Material . . Merte 4
Inoculacidn Inoculado Pasajes Peso en grancs por Dfa Sacrificit
1 p) 3 4 5
3 &6 67 62 )
9 Mayo 1963 Cult, 24 P,
D 56 57 52.5 59 +
3 D5 54 86.5 ¥
15 Mayo 1963 Cult. 24 i1P,
air
1 D 83 a3 30 76.5 §
) £7 86 5 a2 76.5 +
17 lMayo 1963 C‘j,lt 24 P,
=2 D 84,5 94 24 81 §
) 86,5 ©5.5 04,5 ¢
21 Hayo 1063 orvr 24 HF,
3 D 08 96 93 88 86 +
3 114 80.5  08.5 Y
24 Mayo 1063 g’;“' 24 5B,
4 D 920 76 §
3 ge.8 05 82.5 15 +
Cult. 24 . .
28 Mayo 1063 HP,
l:; D 88 86 83,5 §
- 3 39.5  87.5 & a1 o1 +
31 Mayo 1063 ;p ot % e
8 D 90 a5 §
3 a3 79 ¥
3 Junio 1063 —ulte 2 op
HY 5
7 D 114,53 113 160 105 +
Cult, 24 E 8 97.5 ¥
5 Junio 1963 yp HE,
g  p  1i4,5 113,65 112 110 +
3 115 117.5 116 113 []
7 Junio 1963 3 U° 24 HP,
=g 79 87,5
B T2 118
Cult, 24
9 Junio 1863 Eggl TP,
10 D 151 150
3 02 50
18 Junio 1063 oo ot %4 mp |
11 D 127 126,5 126 125 124 §

Clave: HP2
il

# 0 8

P

Pasaje hanster num, 2
ilemster
Pesaje

% h

e g

2 = Ndmero de pasajes

Cultivo 24 = cultivo con L. canicola (nativa,

3 = Jamgter zin la oreia derecha

Tanster con las 2 orejas
Homgters gue se dejaron morir
Namsters ue se mataron

i2



DIkS WUE TARDARON LOS HRMSTERS EN EnFpRMARSE

GRuFICA I
Grifica que demuestra el aumento de virulencia de 1a cepa
en relacibn al tiempo y el nimero de pasajes
para la preparacién de la vacuna

PaSAJES

2 3 4 P—— ...,_g_...,'_-......_,,_‘..,qé_..,. e r?' R § .a__.. RN, _ié R ,‘..il -



CUADRO #2

PREPARACION IE L& CEPA VIRULENTA PARA LA DETERMINACION DEL LDSO

)

o
L
Facha de Material 3
ITnoculacidn { Inoculado | Pasajes PE S O S E N G R A M 0 & P 0 R DI A -gfa
[V &
S 3 A 5 s 7 g g 1011 12 13 14 15 14 17 18 € &
55  54.5 5 3 50 ]
31 Oct 1963 Cult. 24 HP
I D 66 & w4 ]
5 Nov 1963 gp HP
1 < D& & #7566 65 6.5 *‘
Cult. 24 B 109 108 106 106
9 Nov 1963 HpP HP3
2 D 120 122 125 129 128 128 128 127 126 f
B g1 &8  ®b &
13 Nov 1963 E{gzt. % 9 4 ¥
3 b D44 4bh 43 42 415 40 38.5 36 34 343433 323230302925 4
B 26.5 25.5 24 22 i
17 Nov 1963 HP . HPs
D37 3 37 3635 33 91 30 30 ¢
B 68 b3 70 T2 6 ]
26 Nov 1663 HP5 HP6
D o7 75 77 78 M T 75 71 76 72 75 76.5 80 81
B & 71 9% e 73 7 7L 92 3 72 72 74 75 i 74 77 78 84 §
1 Dic 1663 HP6 HE
7 D 53 53 55 55 5 ]
7 A - R <3 ¥
6 Dic 1963 HE, HE,
D 61 63 6K, 65 63 61 58 54 52 LB 45 44 3
B &8 & 69 & 68 b
10 Dic 1963 HFg HP,
7 D 8% 87 87 89 84 +




PREPARACION DE LA CEPA VIRULENTA PARA LA DETERMINACION DEL LD o

GUADRO #2 (contimuacibn)e.ese..

3

o
wk
Fecha de Material ‘z 3
Inoculacibn | Inoculado | Pasajes PE S 0 S E N G R A MO 8 P O R DI 4 g%
. [ e ]
1 2 3 % 5 78 SO D 415 01718 56
B4l LR ¥
15 Dic 1963 HPg HE,
D 6 6. & 6 l
19 Dic 1963 H HP BT %% i
9 Die 19 P
10 B p g g & 7 I
23 D 63 HP HP. PSS M +
jc 1963 H
11 2 p ¢ 68 & s i
B 8, 86 78 1
27 Die 1963 HP, HP
13 b 123 126 125 119 j
o . 113 117 i
ic 1963 HP HP
1 1 p iy 135 132 ]
B 79 8 76 b
4 Enero &4 HP BP.
14 15 5 6 g0 +
o B 58 59 58 57 +
7 Enero HP Br
15 ¥ p 99 @1 78 {
S A S T R S T I ¢ i
14 Enero &4 HP HE.
16 7 5 o7 100 101 i
SR T - ' M ) I T 3 +
18 Enero &, HP HP
17 B p & 72 mw i




CUADRU #2 {(continuacidn}.....

PREPARACION DE LA CEPA VIRJLENTA PARA LA DETERMINACION DEL LI%O

[
| oy
Fecha de Materigl ij
Inoculacibn | Inoculado | Pasajes PESOS EN GRAMOS POBR DI& 1R
38
I 3 3 A 5 £ 8§ oI 1215 14 15 16 17 18 |%e
B 80 82 80 +
21 Enero &4 HP BP
18 19 9 9 75 70 {
5108 106 110 *
24 Enero A4 HPE HP,
19 0 p 7w g a0 !
- 5135 136 135 ¥
27 Enero HP HP
20 Ly 0 a1 o« !
THETTTE 6 *
30 Enero &, HP HP
"1 2 p 9 o0m M !
Clave:
HP2 = Pasaje Hamster num. 2
H " z Hamster
P . Pasaje =
2 = nimero de pasaje 7
Cult. 24 = cultivo con L. canicola (Nativa)
B = Hemster sin la oreja derecha
Bz Hemster con las 2 orejes
t - Hams*ers mue se dejaron morir
§ = Hamsters que se mataron



DILS ¥ TLEDLRON LOS HLMSTERS BN ENFERMLRSE
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GR-FIGK II
Pasajes en Hamsters
que demustran el aumento de virulencia de
1a cepa retante para la determinacibn del lﬁs.
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Gréfica que demuestra sl tiempo que tardaron los hamsters en morir
en relacidn con el nfmero de pasajes
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Yol pe¥: ars
a3 TLAKC ST e CuPh
DA L. PUUEY NTLCIAL VR LL VLU
fecin de taterial Doandes . Aren inerte &
Inoczlacidn Inoculado d Pesos en Grenos 3acrificio
1 2 3 4 5 8
- - 5 106 105 192 +
o 7en 1984 oult. 24 P Y i
Fog 2 114 116 112 §
2 o3 90 05 §
5 Teh 1064 R TP
23 2 126 129 128 +
2 106 106 102 ¢
§ Fel 1963 P P,
24 2 5 112 113 1908 +
i 115 113 111 8
11 Feb 1064 [P P
= 26 124 123 120 4
3 102 102 96 g
14 Feh 1562 Pog IiPge
121 120 119 +
o 137 13g 135 §
17 Feb 1984 P TP
: 21 28 5 123 123 123 +
= 123 140 13D ]
: i 128 126 127 +
3 130 138 138 +
23 Feb 10684 Pog, T
By oo 80 o1 §
= 121 121 119 )
26 Teh 1064 TPy Pyy ‘ ‘
w 144 148 141 +
Clavs:
TiPyn = Pasaje por honsters e ,23 3 = Hanster sin la orcja deracha
i = Tansteor I = Hamoter con lag log orejos
Py = Pagaje + = Jamsters ue se Jejoron norir
23 = infnero cel pasaje § = Tamsters gue se mataren

19



CUALL.LG
Jeterminacidn del L3,y ~ Pasnjes 16 y 23

Petrones Jg mmertes

Fecha de Inoculacidm daterial Insculede wiluciones ?ﬁizzizéos
10 Fnero 64 Cult, 24 7P, 107! 3/3
" " 10-2 3/3
" " 10-3 3/3
" " 1074 2/3
" " 1073 2/3
2 Feb 64 Cult, 24 iPg, 107 3/3
" " 1578 3/3
" b 107 3/3
" " 1078 3/3
" " 107° 3/3

" ' 1t lo—lﬂ 3/3



TLILE 110 1
Ludlisis pars sncomirs

Dosis (dilucidn)
W1
0l
.001
RIS
L0001
LO23001
.00D0U01
.000C0001
.003520001
LOD02000001

or &) I
T el LDg,

% de rmertos
180
130
135
100
120
100
160
102

143

2

21

Logyq de le Lnert flesultados Individuales desultados Acuwnulados Porcgztaje
i X W rEng
Dilucidn Vivos imertog Vivos { imertos | Total | Mortalidad
) 7 i 3 2 0 Y 109
-3 3/8 0 4 \ . a o
-5 2/3 0 2 ; ; ) o
- e ’ ? 3 5 2 0
pe = _(ad)(ord) = (3:0(0t3) = 323 = 0.5
2{ad~be) 2(9-0) G
Loz de 1o Dilucidn = =9
+ 0,t x -1,0 = 0.5
= =0.5

o5y Mo
i os
LD5D = 10

13'9.5Lj50 nor nl,



CULDLD #8

Sl IMICLL 4 Le VECUMA

-7 .3(}1) I.‘:ll%?t{)g/

Zosis cena retante (10 Inoculados

1 cc 0/4
1 ec 0/4
1 cc 0/4

1 cc 4/%




CULTLD #8

Deterninacidn de LDgy

#ilucionszs
de:
1a Voenne

Dogis de
15 Vacnna

Dosis de 1la
Cepa retante

Cepa
Detante

imertos/Inocalados

ce

ce

¢e

ce

ce

344

L]
-

)
ot

0.25

[

ce

242,23 LD

243.8

‘oA

g
243,23 Lig
243,23 LDg,
243.23 by,

43
243,23 1D,

0/4
1/4
2/4
3/4
3/4

3/4

23
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TLSLA #2
TREPARACION DEL EDy
Igagligucd: & Hwekon Zlesultados Individucles | iiesultados acuzmlados ggrﬁgtgggﬁn
Vivog iluertos | Vivos | kmertos | Total

Pura 0/4 4 ' 0 4 12 16 75

- 1/4 3 1 7 12 19 63,3

-2 2/4 2 2 ) 11 20 55

-3 3/4 1 3 10 9 19 47,3

-4 3/4 | 3 11 8 17 35,3
Control 3/a 1 3 12 3 15 20

pd = _(a=b)(c+d)
2(=zd=be)

= 5580 = 8 __=0.6
5547 .3 79

LoglaﬁDﬁg = =2,20 + (a.ex..l .0) = -2,6
"{ A=2,8

157246 EDgq por ml.
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LOSTLREDDE BEETLLTIITEALES
Simienlo el procesc corrientersnte nsado pova lo preparacida de
1z vocuneo (5act3rina), ce delfc olodir 0.2% le Zormalino, o gon 2,97 ce.
de &oto on los 486 ce, del 2edio Je enltivo utilizndo, Jin exborzo ce
aeczsit-ron 2.5 eo, de foroalins porn goler noter les lepbospirzs gne se

€

smeontraban en los 486 ecc.  Se cumentd Dasta 1,83 ee. de fornoling, ocu-

Imoel eundrs #1, se Jom o resuliados del neso de los bomsters,
el mmterinl inoculads, la fecha de imoculacidn Ze la nismz, los homsters
gue se {ejaron morir y los ue se notoron pera le extroesidn del hisade,
En este enadro se puedGe observar el miuers de dios que log homsters
terdaron toanto en enform é:se coun e morirse,

B lo srdfica #1, lo curve nmos demmestra el suments de la virue

lencia e 1o cena on relacids 2l tieno y a2l mizero de posajes. iAnali-

zendo 1o zréfica g odscrva fue del pasaje uno a1l seis, los homsters
ardarss eatre tros y euntrs dfoo en enfermarse y dos dfas porn 1los pasg

Jos Zel siete 21 Jdoee,
i 1o prueba de esterilifal fe la vacuna o se ohaerva ningén
erceiniesto en log medios de cultive, con 1o fue se couprobd 1li esteri-

oA

1ided de 1z vacuna,
El cuadro #2, mmesira Y15 rosulia os Jel eso e los Lonsters

rimlenta

f.<$

¢l nfiero Je nasajes canleclos

hemsters fue ge Jejsron Lworir v loo me se ontoarom en coda xsojie,
Lo xrdfica #2, =os Jemestro el sumento en virtlenecia de la cepa

retaate en relaocidn al fieuns (ume tordaron en enfermcrse ¥ ol mfacro de

<
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pasajes,. 2e ella se despremie Jue enondo sumcntabs el posaje por hasns-

ters Jigninufto ¢l tiempo oue tarlaban éstas en morir.

co>o el pro-

X

el cuadro %, se meds ohservar cuus se llevd s

ces> mera wncomtrar el Liy,, oc.pando pors las primeras cinco diluciones
el pasaje TPyg ¥ pora los otras cinec diluciomes el pasaje fPgg. la

parte finel del eunadro wmestro el mdners de mmertos por cade dilucidn,

-1

¥y se observa gue en las Ciluciones 107 hosta 13"9 marisroz todog wenos

. ,..,”' - . = =
1os Je la dilneidn 10 1“, 21 oroscediniento seguido pora obtener el

IDgy se Lolle on la Tabla #1, resaltendo 1 ce, de la dilueidn 10*9’5,
el Lbss“
1 cuadro #3, ilustra los pascjes subsiuicntes pore nantener lo

viranlencic de la cepc pora la pruelbs de la vocnma y los pesos de los
hematers, Los resultados de eate ornehs se emenentran sn el cundro #5,
Todos los vacuncdos subeutdneonmente con las dosis de 1 ec, 0,8 ce, y 0.25
co, de vocuwns y retados introperitoneslosnte con 1 ee, de lo dilueidn
1077+391 ge 1a cepa retoante no urieron, wientras los haocsicrs control
marieron todos,,

Log ’ul&ltﬂuﬂﬁ para lo Jdaterpinacidn el Enso, ase eneunentran
en el cuadro #6, Jonle se presenian las Cosis usadas de 1o veeona, cepa
retente (243,28 Lby,), las ¢iluciones eupleadas le la vacuna y ol i~

ero Je rmertos en rel cidn o lie ciluciones y el grapo control,
El mmalisie pira epeoniror el EDgy se ¢ueuentra en la Tabla #2,

aiwndo dste tmal a 1326

por al, A1 finmol de Ia tadlo se da el pore
centaje Ce proteccidn em eadn unc Je los dilueiones eupleandas en el ex—

perincnto.
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CUCLIZTOLS

Sexntr 1os resultacdos cel prescmte estudio, la virnlencia de la
cevs L. eanicols, cumerte con ¢l mfrero de passjes,

Fn el pascie nor hassters ﬁa. T, nsado pors sauonter lo virulen-
ciz de 1o cepe en la preporceidn de lo vacunma, se odsorvd unc Cispinu~
cifn ‘el peso Jde los “emsiters gomersluente ol sepundo 2fc despuds Ce ino-
calade 1o cepa Jde L, copicola, ¥ la mmerte ocnrrid wutre el tercero y
cunarto 2fc, I el orocesy eorrienteuente nsado para lo preporocisn
Ine vacunas tins de los Daeterinos se enples el 0.2% de Toruclinag
pero en ssie trobejo pore poler moior los lewtosniras, lo concentracidn
de forualina fue Je 0.81%. Yo voouns cousorvd su poder amtigpénico em
refrizeracifa, Lo deteraivacidn e Lig {10~ ~2. 5) gue es unn diluneidn
Sestente olia, compruena la wirnlercia de Ia ceps ocupnlo pars retar
o log khomsters voennados,

Bn la orseba inicial de 1o veouwns se observd que una Tosis de
2,28 ce, Ce &ats, inyeetsde subeutdmezente, protegid o los hausters
insenlados eon 1 ce. Je la Jilmeids 10771301 oo 34 eepo virulonta Ce
L. cagiesla..

In la Jeterninceidn el LDgp se comnrobd Lue la vacuna prote-
zie 21 80% de los Damsters ol inyectsr 0,85 ec, Le vaeuno dilnfis o

8

1572

¥y ocupar exio eepe retonte 0,25 ec. Je una Ciluciln une correse
pomce o 243,23 LDgo.
Je 1z gue se¢ concluye, gue 0.2F ez, de voaemns pura, inoczlado por

vio gubeuntfnen, wrotege o los limstivs Je 08,820,886 LDy, imcenladas por

vic iztroneritoneal.
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LESUMEN
Bl trasdajo se efectud on el lapso de tiempo comprencido del 3
de Moy Ce 1983 ol T de Laoyo Ce 1964,
Fi onjetivo de csia tesis conaistid en la preporscifn y wvalo-

racidn de une vocuna experimentsl contrs la leptospirosis en Hesoeriw

cetus auratus (Famstor).

Leptogpirs canicols, cislada en Nicarajna del Uroeyon cinereow

srrenteus {3oto Coyoeedo), fue lo eewa emplecds pers la reslizacidn Jde
gate tralajo.

Pars cuoentor el pocer antindrico de la cepn, se efectuaron 12
pescjes por haﬁsters; Cel €itizo se aisld y eultivd en nelio ligmido de
Stuart durante 12 dias..

In lo preporacidn e la vecuna se empled el medio lignicdo de
Stucrt imoeunlads y enitivads, expleando como agente quinico sare matar
12 leptospira, formclina =l 0.51%..

Pora retor a los Lonoters vacunclos se aupled une cepo conm 22
pasejce por humsters, El tftalo de 1z cepn resultd Lbgy = 10-8.5,

Lo vacana dilufda al 10°2.8 fue 1z EDgq contra un reto Ce
243,23 LBEO"

Josis de 2.25 cc, de vacuns pura inyectala subeutfiecnente
protege o los lensters ce 06,829,00 Lign inoculados por vic intraperie

torenl,.
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