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Este trabajo de tesis fue realizado en el Departamento de 
Bacteriología, Sección Leptospirosis del Centro de Investiga 
ciones en Ciencias Veterinarias del Instituto Nacional de Tec 
nología Agropecuaria de Castelar, y en la Cátedra de Microbio 
logia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universi
dad Nacional de La Plata.
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INVESTIGACION DE LEPTOSPIRAS EN SECRECION LACTEA DEL 
GANADO BOVINO DE LA REPUBLICA ARGENTINA

INTRODUCCION:
Dentro de las enfermedades del aparato reproductivo, la Lepto£ 

pirosis comparte junto con la Brucelosis, Tricomoniasis y la Vi
briosis (Campylobacteriosis) un papel preponderante.

Es ésta una enfermedad zoonótica, que se presenta en nuestro 
país con características enzoóticas. Está ampliamente distribuida 
a lo largo de todo el territorio y su incidencia se ha visto incr£ 

mentada en los últimos años (27)*
Clínicamente la Leptospirosis bovina se manifiesta como una en

fermedad de rodeo afectando a numerosos animales y produciendo co
mo síntoma más notable el aborto. Otro síntoma citado en la litera 
tura es la mastitis, problema sanitario que registra escasos ante
cedentes en nuestro país (23,5,57)* Es muy probable que este tipo 
de mastitis no pase desapercibida, pero habitualmente no se la re
laciona con una infección leptospiral. En otras oportunidades debi 
do a la falta de signos de inflamación de la glándula sold es posi
ble detectar un brusco descenso de la producción láctea (milk drqp 
syndrome), lo que dificulta su diagnóstico.

La existencia de Leptospiras como causal de mastitis ha sido con 
firmada en el mundo por numerosos aislamientos (16,61,86,40,64) y 
posterior reproducción experimental de este sindrome (16,61,129,130).

Es consideración de varios autores (100,59,31,84,33,65) que este 
sindrome ha experimentado un aumento de frecuencia en los últimos 
años. En líneas generales L.pomona (49,61,86,119,84),L.szwajisak 

(129,130), L.grippotyphosa (8,84), y L.hardjo (104,126,122,84,125, 
31,33,65,85,40,41,9,64,129,130,59) participan en la etiología de 
este sindrome; siendo esta última serovariedad nombrada la de mayor 
prevalencia. Aparentemente en nuestro país las serovariedades pomo 
na y canicola estarían involucradas en este proceso patológico (5, 
23,57).

Sin embargo el aislamiento de L.hardjo a partir de riñones bovi 

nos,equinos y armadillos por Myers y col., nos indujo a sospechar 
que, como en otros países, esta serovariedad podría actual» como ar
gente etiológico de mastitis bovina en nuestro país (90,91,93).

En Argentina, más del 60% de los bovinos muestran positividad a 



2.-

alguna de las serovariedades de Leptospiras cuando son enfrentados 
sus sueros por la técnica de aglutinación microscópica (27), indi
cando contacto previo o actual con estos microorganismos. Esta mar 
cada incidencia nos hizo suponer que dentro de la variedad de maná 
Testaciones clínicas, la mastitis podría ocupar un papel importan

te.
Dado que el porcentaje de caída de producción láctea varía en 

los rodeos afectados del 30 al 90%, existe unanimidad en considerar 
i 

a las mastitis causadas por Leptospiras, responsables de importan
tes pérdidas económicas (125,65).

Por último, dado que en la búsqueda rutinaria de microorganis
mos productores de mastitis no se incluye el estudio e investiga*» 
ción de Leptospiras (128,54,55,15,53,97,11), hemos considerado co
mo un aporte importante el poder dilucidar en qué medida las Lep
tospiras serían responsables de mastitis bovinas en la República 
Argentina.

Complementariamente se estudiarán los títulos específicos anti- 
leptospiras ñor la prueba de aglutinación microscópica utilizando 
muestras de leche y sangre en forma pareada.

1.ANTECEDENTES:

í;i:definicion de la enfermedad?
La Leptospirosis es una enfermedad causada por cualquiera de las 

serovariedades patógenas de Leptospiras; de características febri
les que afecta a bovinos, porcinos, caninos, equinos, ovinos y ca
prinos entre los animales domésticos, encontrándose en los integran 
tes de la fauna silvestre, y habiéndose aislado también en animad
les de sangre fría.

El hombre se ve frecuentemente afectado, siendo una zoonosis de 
tipo ocupacional o profesional (98).

1.2.INCIDENCIA MUNDIAL:

La bibliografía sobre esta enfermedad nos muestra la alta dis
tribución de la Leptospirosis en todo el mundo. La característica 
cosmopolita de la Leptospira hace que los estudios se hallen dis

persos en una gran cantidad de citas. Sin embargo, no todas las
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s exovari edades se hallan presentes en "todos los países, encon
trándose una distribución geográfica bastante circunscripta a 

cada una de ellas»
El primer aislamiento de Leptospiras del ganado bovino fue 

realizado simultáneamente en 1946 en Rusia e Israel» A partir 
de allí, se sucedieron aislamientos en Estados Unidos (126,136) 
Canadá (86),Inglaterra (59,65,40,41,42,43), Italia (9), Austra
lia (12), Africa (62,63), Indonesia (124,125), Argentina (107, 
23,2,5,90,91,93), Peni (79) etc.Datos éstos que indican la pre
valencia de la Leptospirosis bovina en todo el mundo.

Si bien L.pomona ha sido indicada como la responsable de los 
abortos a Leptospiras producidos en Estados Unidos (Galton y 
Stoenner)(Cit•por 103),el incremento de los aislamientos de L. 
hardjo en casos de abortos bovinos estaría indicando posiblemsn 
te la importancia de esta serovariedad(138).

En Israel van der Hoeden encontró un 33% de s ero positividad 
a L.bovis,afirmando que la Leptospirosis bovina está ampliamen
te extendida en cercano oriente.

Liceras de Hidalgo en 1973 aisla en riñones de bovinos reco-* 
lectados en mataderos L. hard jo y L.pomona en el Perú, siendo qui 
zá éste el primer aislamiento de L»hardjo en América Latina (79)»

Herr et al» en 1982 aislan L.pomona de bovinos asociado con 
abortos en la República de Sud Africa (62). Asimismo Herr y Wi- 

nnen en 1983 aislan por primera vez L.pomona en Botswana (Afri
ca) (63).

1.3.INCIDENCIA  EN NUESTRO PAIS:
Los primeros trabajos en busca de este microorganismo en ani— 

males (ratas) fueron efectuados por Spada en 1919 (112) (Cit.por 
26)con resultados negativos. Recién en 1926 Mazza (82)(Cit.por 26) 

logra el primer aislamiento de un perro,denominándolo Treponema 
tabacalene que luego se identificó como Leptospira.

Sabino y Remella en 1945 realizaron los primeros estudios se 
rológicos en bovinos,hallando un 47% de positividad sobre 308 sue 

ros examinados,siendo L.hyos (tarassovi) la serovariedad mág fre
cuente (107) (Cit.por 26)
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En I960 Cacchione encuentra un 45 % de positividad en 2.110 
sueros bovinos examinados, siendo en esta oportunidad el serogru 
po Hebdomadis el de mayor incidencia, siguiendo luego Pomona y 

Tarassovi (22).
En 1965 Aguirre y col realizan una encuesta serológica en la 

zona de La plata y alrededores en la especie bovina. Sobre 246 
sueros examinados obtuvieron 154 positivos, lo que constituye un 
62,6 % sobre el total. Encontraron anticuerpos específicos en ma 
yor proporción al serogrupo Hebdomadis 64,9 % y tan sólo 5,2 % a 
Pomona (3)»

En 1973 Cacchione y col hacen una recopilación de resultados 
serológicos en Argentina, realizados por distintos investigadores. 
Los bovinos presentan una incidencia del 52 % (26).

El mismo autor en 1980 observa un aumento de los índices de 
infección a través del tiempo. Este marcado incremento de focos 
con abortos y mortandades perinatales lo justifica por un mayor 
conocimiento de la enfermedad y a que la misma se sospecha con 
mayor frecuencia (27).

Según esta misma revisión bibliográfica, en la República Argén 
tina se han aislado las siguientes serovariedades: Icterohaemorrha 
giae, canicola, pomona, ballum, bataviae, paidjan, argentinensis, 
pyrogenes, tarassovi y hard jo.

En 1981 también el mismo autor comunica una incidencia seroló 
gica en bovinos del 63,2 %, dando el primer lugar a L.wolffi,(se 
rogrupo Hebdomadis), luego Pomona y Tarassovi (28).

1.4.1. ETIOLOGIA
El agente causal de esta enfermedad es un microorganismo cuya 

clasificación taxonómica es la siguiente:
REINO Vegetal
PHYLUM Thallophyta
CLASE Schizonycetos
ORLEN Spirochaetales
FAMILIA Leptospiraceae (69)
GENERO Leptospira Leptonema
ESPECIE Biflexa Illini

Interrogans
Parva
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Las Leptospiras se clasifican inmunológicamente en serogrupos 
y éstos en serovarieades. Estando en este momento en etapa de 
revisión y aprobación la nueva clasificación (47), ésta no se 
incluye y nos atenemos en este trabajo a la clasificación vigen 
te al presente.

Las Leptospiras (Leptos=delgado,estrecho,fino; spira^un espi
ral; un espiral fino) son organismos flexibles y helicoidales, 
los cuales miden usualmente 6 a 20/im de largo y cerca de 0,lp.m 
de diámetro. El espiral tiene una amplitud de cerca de 0,1 a 0,15 
um y una ondulación de 0,5 Jim. El medio líquido los extremos se 
encuentran incurvados en forma de gancho, pero no es extraño en 
centrar que uno o ambos sean rectos temporariamente (48,102).

Las células de Leptospiras consisten en un cilindro protopla£ 
mático helicoidal delineado por un complejo membrana citoplasmá 
tica-glicopéptido. Una membrana externa envuelve al organismo. 
Posee dos filamentos axiales^ los cuales se insertan subterminal 

mente en los extremos opuestos del cilindro protoplasmático. Los 
extremos libres se dirigen hacia la región media del organismo 
donde usualmente no se entrecruzan (47,48).

Tanto en medio líquido como en semisólido, el movimiento cara£ 
terístico parece ser de rotación alternada alrededor del axis, y 
traslación sin diferenciación de polos. Las células en división i 
se flexionan agudamente y vigorosamente en el punto de escisión 

(47).
Las Leptospiras son aerófilas y microaerófilas. El crecimiento 

ocurre óptimamente a pH 7,2 a 7,6 (rango 6,8 a 7,8) y temperatu

ras por encima de 13°C (óptimo 28 a 30). El tiempo medio de gene
ración es de 7 a 16 hs. El período de incubación para el creci
miento es usualmente de 6 a 14 días; el agregado de pyruvato de 
sodio suele acortar este período, sin embargo ciertas cepas nece 
sitan 4 semanas o más (73).

En medio semisólido uno o más discos de crecimiento se forman 
2 a 3 cm debajo de la superficie. En medio sólido (1% de agar) 
se producen colonias difusas en semiprofundidad, siendo éstas de 

diámetros variables (10,45,106,114,129,132,139,141,142). En medio 
líquido producen una débil turbidéz y de características bi- 

+también llamados flagelos



Leptospira canicola,microfotografía electrónica (original) 
Negativo:6000 x (ampliac.aprox. l,75x)

Leptospira canicola,microfotografía electrónica (original) 
Negativo:25.OOOx (ampliac.aprox. l,75x)

Gentileza del Dr.A.Bolondi,Dto.Físico-Química.CICV^INTA 
Castelar
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rrefringestes (47»48,102).
Las Leptospiras biflexas e interrogans son morfológicamente 

indistinguibles. La motilidad de las Leptospiras,combinado a su 
pequeño diámetro,flexibilidad y forma, le permiten atravesar fil 
tros de membrana de 0,1 a 0,45 Jim de poro y migrar en medio soli 

dificado con 1% de agar.

1.4.2. RESISTENCIA:
Las Leptospiras no resisten la desecación ni el calor, son muy 

sensibles a los cambios de pH, humedad, así como a la luz del sol 
directa, desinfectantes químicos, detergentes y jabón. In vitro 
la mayoría de los antibióticos le son letales,(84)•

Temperaturas de 40 a 45°C son deletéreas si persisten durante 
30 minutos (36,47). Leptospira icterohaemorrhagiae es Capáz de so 
brevivir a -27° C durante 9 meses. En orina diluida puede vivir 
35 días y mas de 6 meses en suelo húmedo saturado con ésta.

Las Leptospiras biflexas o saprófitas llegan a sobrevivir 45 
a 60 días en ambientes apropiados como ser lagos, arroyos, donde 
las condiciones de temperatura, pH y salinidad sean aceptables.

Las Leptospiras patógenas o interrogans normalmente no sobre
viven más que algunos días en estos medios (28), llegando en oca 
siones a vivir varias semanas (7)•

1.4.3. CARACTERISTICAS CULTURALES:
Las Leptospiras pueden ser cultivadas en medios conteniendo 

suero, albúmina sérica o ácidos grasos de cadena larga (14 o más 
carbonos). Muchas cepas pueden ser cultivadas en medios libres de 
proteínas.

Los medios de cultivo mas usados de rutina son los de Stuart, 
Korthof, Fletcher (24) y Ellinghausen modificado (37,38,72). La 
adición de pyruvato de sodio aumenta notablemente el desarrollo 

de ciertas serovariedades de Leptospiras, especialmente acortan 
do su tiempo de generación (73).

Los cultivos necesitan ser repicados frecuentemente 'a efectos 
de mantenerlos vivos. Es f^sí que en medio líquido son necesarios 
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los repiques semanales y en medio semisólido cada 45 días«Sin 
embargo pueden ser conservados por 2 años cuando se utiliza el 
medio bifásico de Fletcher y carbón (89,Myers+com.pers.).

En los medios antes nombrados se pueden obtener desarrollos 
Q

de 6 a 8 x 10 células. Los únicos compuestos orgánicos necesa 
tíos conocidos son las vitaminas Bl y B12 y los ácidos grasos de 
cadena larga. Las Leptospiras incorporan bases púricas pero no 
pirimídicas en sus ácidos nucléicos. Por ello son resistentes a 
la actividad antibacteriana del análogo de la pirimidina el 5- 
Fluorouracilo (39>47,70). A efectos de evitar la contaminación 
de las muestras en los intentos de aislamiento, también la neo- 
micina puede ser usada (88).

Ciertos medios libres de proteínas se han desarrollado a cau
sa del alto costo que representan el suero de conejo o la albú
mina bovina (19). Otros medios químicamente definidos han logra 
do tener éxito pero no son usados habitualmente (110,116)»

1.5. EPIZOOTIO LOGIA:
La Leptospirosis es una enfermedad caracterizada pof la dis£ 

mi nación de la infección dentro de especies o grupos de animad
les de un modo cíclico.

Usualmente un animal portador,sobrevivíente de una infección 
aguda,infecta a otros nuevos. Animales jóvenes dentro de la mi£ 
ma área, pasan a infectarse debido a que frecuentan el mismo ha 
bitat.

El ambiente y las distintas zonas geográficas condicionan a 
i

las serovariedades presentes (28). En general, hay una gran di* 
versidad de roedores y otros pequeños mamíferos que actúan como 
reservorios de diferentes serovariedades (47,20).

Investigaciones realizadas sobre la fauna silvestre,han reve 
lado que las Leptospiras están extensamente distribuidas en mu
chas especies de rodedores (ratón de campo,rata,cuis) (20,2,93); 
carnívoros (perro , zorro); insectívoros (erizo); marsupiales (coma,- 
dreja) {105); quirópteros (murciélagos); artiodáctilos (ciervos) 
y lagomorfos (cone jo,liebre). Leptospiras patógenas han sido ais

ífcyers D.,Centro Panamericano de Zoonosis.Buenos Aires.1984 
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ladas de aves, peces, reptiles y sapos (84,103), siendo éstos 
portadores naturales de Leptospiras (58)*

Es imnortante determinar epidemiológicamente el llamado por
tador de "larga duración”, ya que es el que provee el modo pri
mario de sobrevivir de las Leptospiras en una región ezoótica 

(58).
La infección entre los animales de granja se efectúa princi

palmente a través de 2 mecanismos. El primero es oor infección 
congénita o ne o natal, seguida de recuperación a la cual continúa 
un estado de portador. El segundo, mucho mas importante, es a 
través de la orina de portadores que contaminan el suelo, pas
tos o aguas de bebida. El hombre puede contagiarse también a par 
tir de estos animales (84,47,58).

Un roedor infectado (rata,cuis, etc.), puede infectar a bovi
nos u otro animal de granja, como así también a la propia espe

cie (47)*
Los portadores localizan su infección en el riñón, a pesar que 

usualmente no existen grandes trastornos, puede ir acompañado de 
un daño al parénquima renal, lo que aparentemente no sucede en 
los roedores (28).

En extensión a lo dicho, es el aspecto epidemiológico en que 
un portador contamina el agua o el suelo, donde comienza el ciclo 
de infección para el ganado. El agua contaminada es un problema 
extra que debe ser controlado, ya que es una vía potencial de in 
fección para el hombre (47,58).

Doherty (1967) (Cit.por 84), ha informado que las condiciones 
ambientales y la cantidad de lluvia son imnortantes en la difu
sión de la infección a L.pomona en el ganado.

Especial importancia adquieren las aguas de los ríos de corrien 

te lenta, arroyos, lagos, como así también el fango, difundiéndo
se la enfermedad por zonas distantes y afectando a nuevos huéspe- 
de (28).

La infección leptospirósica humana resulta primariamente de la 
exposición directa o indirecta con la orina de animales infecta
dos. Otros modos de infección como la manipulación de tejidos a- 
nimales infectados o ingestión de alimento o agua contaminados 
son considerados de menor importancia, sin embargo ciertos auto
res no le restan importancia a esta forma de transmisión.



Las Leptospiras pueden ingresar al organismo a través de pequ¿ 
ñas lesiones cutáneas, mucosa de la poca,nariz y ojos. También 
puede penetrar por la piel intacta si la exposición es por largo 
tiempo, cuando se está sumergido en el agua. Por lo tanto las per 
sonas que trabajen con carne, o con aguas contaminadas poseen ma

yor riesgo de contraer la infección (28,58,4»47).
Todas las secreciones del cuerpo pueden contener Leptospiras 

durante el estado agudo de la enfermedad. Estas han sido aisla

das de semen (111) y leche de bovinos (64), suinos (135) ,hamsters 
(Si), y cabra (Tripathy 1982+)(Cit.pot 58). Animales jóvenes pue

den ser infectados aparentemente por amamantamiento de madres en 
fermas que posean Leptospiras en la leche (58).

El semen de los toros infectados puede ser portador de Lepto£ 
piras produciéndose transmisión a las hembras durante la cópula 
e Inseminación Artificial (21,111).

Jones estudió la viabilidad de L.pomona en extendidos de semen 
bovino, en el cual es capáz de sobrevivir, cuando no es tratado 
con antibióticos, por lo menos 30 días luego de congelado y con 
servado a -190° C (Cit.por 36).

La leche, orina, tejidos animales, fetos, placenta, secreción 
uterina de animales enfermos, pueden ser la causa de contaminación 
directa (21,36).

Un reciente reporte de Florida (Estados Unidos), en que L.hard 
jo y L.pomona infectaron a tamberos y a vacas lecheras, indica la 
potencial fuente de infección de los manipuladores de ganado con 
estos organismos (138).

1.6.SINTOMATOLOGrIA EN BOVINOS:

La Leptospirosis puede cursar como una infección inaparente 

hasta producir graves signos clínicos incluyendo la muerte de los 
animales enfermos.

La infección subclínica que ocurre en el ganado, también es 
frecuente en roedores y especies silvestres. Muchos animales son 
portadores sanos, sin conocerse que hayan padecido la enfermedad 
ni siquiera en forma leve (84).

Tripathy D.,Urbana Ill.,dato no publicado 1982 (Cit.por 58).
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La forma aguda comienza generalmente con un aumento brusco de 
temperatura, que puede llegar a los 41°,5 C ,con depresión gene
ral y pérdida de apetito, el animal se aleja del rodeo y puede 

permanecer postrado*
En terneros, se presentan altos picos de fiebre, hemoglobinu

ria, ictericia y anorexia* Los animales suelen morir en un curso 
de 3 & 5 días, generalmente entre los 15 a 60 días pos parto*(28).

También la timpanización de ambos flancos,polidipsia,deshidra- 
tación, ojos hundidos, pelo quebradizo, secreción ocular y nasal 
se pueden observar en terneros» La muerte de éstos en los rodeos 
afectados comprende de muy pocos animales (5) a cerca del 50 % 

(8,23).
En bovinos adultos constituyen síntomas iniciales de la enfer 

medad:fiebre,anorexia y menor producción de leche,también se pu£ 
den notar ictericia y hemoglobinuria (84,66,103). En casos seve- 
ros las membranas mucosas pueden estar congestionadas y hemoTrá
gicas •

La leche de los animales en producción toma la apariencia del 
calostro y puede contener grumos y estrías de sangre* Clínicamen 
te la ubre está normal a la palpación (40,23,33). La agalaxia 
perdura por 1 a 2 semanas, la recuperación no es habitualmente 
total (28,47,103*64,65,40)• La secreción de leche anormal puede 
ocurrir en varias especies animales pero se presenta con mayor 
frecuencia en vacas (58).

En la forma crónica el aborto forma parte principal de la sin 
tomatología, produciéndose a partir del séptimo mes de gestación. 
La placenta retenida y las dificultades reproductivas pueden com 
plicar el cuadro (84).

Alston y Broom en 1958 asignan los siguientes porcentajes de 
incidencia a los síntomas atribuidos a Leptospirosis en 125 rodeos
de vacunos (1952/54).

Aborto 58%
Reducción de Leche 47%
Fiebre 38%

Hemoglobinuria 30%
Anemia 19%
Ictericia 15%
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Frecuentemente se reportan abortos "en tormenta”, pudiendo va 

riar su incidencia del 5 al 40% de los animales gestantes (103, 

57).
£1 bovinos es afectado por las siguientes serovariedades:L.hard 

jo, L.pomona, L.grippotyphosa, L.canicola, L.icterohaemorrhagiae, 
y L.tarassovi; todas ellas responsables de abortos (28).

En la necropsia, se encuentra esplenomegalia, nefritis, neumo
nía, enteritis, peritonitis, nodulos linfáticos agrandados, mas
titis, hiperemia de las meninges y líquido oscuro en cavidad to- 

ráxica de terneros (42,8,84).
Si la infeccio'n toma lugar durante la segunda mitad de la pre- 

ñéz las Leptospiras penetran mas fácilmente la placenta, haciendo 
una leptospiremia fetal y conduciendo a la muerte del feto y a su 
expulsión o su recuperación con producción de anticuerpos propios 

(84,85).
La localización de las Leptospiras en útero, puede provocar el 

aborto, tanto al comienzo-menos frecuente-,como al final de la 
gestación; el feto muere 24 hs antes del aborto o incluso puede 
verse retenido in útero una a tres semanas post-mortem (28,58).

La variedad de signos clínicos presentes en todas las especies, 
hace que el diagnóstico basado exclusivamente en la sintomatolo- 
gía, sea frecuentemente de difícil realización.

1.7. DIGANOSTICO:
Por ser la Leptospirosis una enfermedad que presenta muy varia 

das manifestaciones clínicas, resulta sumamente dificultoso arri
bar a un diagnóstico certero considerando tan sólo la sintomatolo 
gía observada.

En el diagnóstico, cobra especial importancia la evaluación 
de la historia individual de los rodeos, los signos clínicos, 1£ 
siones, etc., necesitándose la mayor parte de las veces del labo 
ratorio a efectos de encaminar el diagnóstico.

Resulta importante conocer la patogénesis de la enfermedad pa 
ra la selección de las muestras a enviar en cada estadio de ésta.

El diagnóstico de laboratorio comprende: el aislamiento del a 
gente causal y el estudio serológico.
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1.7.1.OBSERVACION DIRECTA:
Las Leptospiras no son visibles por el microscopio de campo 

claro debido a que el espesor es menor que la amplitud media de 
la onda luminosa (0,5 )im). Sin embargo, pueden ser observada en 
microscopía en fresco con fondo oscuro y por contraste de fases*

La búsqueda de Leptospira en la sangre no es recomendable rea 
lizarla como un procedimiento de rutina, debido al bajo número 
presente y a que los artefactos de fibrina pueden hacer contundir 
al técnico no experimentado (47)•

Luego de la segunda semana de enfermedad, las leptospiras pue. 
den ser observadas y cultivadas en la orina de los animales por
tadores. El uso de una doble centrifugación puede aumenta? la 
probabilidad de observar Leptospiras (47). En caso de tratarse 
de orinas ácidas la sobrevivencia se ve condicionada a una cor
ta duración, mientras que si ésta es diluida o estabilizado su 
pH cercano a la neutralidad ésta se ve aumentada*

La inmunofluorescencia es también una ayuda en la deteccidn 
de Leptospiras en orina o cortes de tejidos, sin embargo exige 
la preparacidn de conjugados y un equipo microscdpico de inmuno 
fluorescencia no accesible a todos los laboratorios.

Tincidn: Varios procedimientos de deposicidn de sales de pla
ta se han desarrollado para detectar Leptospiras en los líquidos 
corporales y en los tejidos (métodos de Fontana y/o Levaditti). 
Estos tienen las mismas limitaciones que la microscopía en fres 
co en campo oscuro; el pequeño número de microorganismos y los 
artefactos pueden hacer confundir con leptospiras. Por lo tanto 
estas técnicas no son recomendadas para el diagnóstico de rutina*

La impregnación argéntica y la inmunofluorescencia sin embar 
go son particularmente útiles para demostrar Leptospiras en es

pecímenes en los cuales los tejidos ya han sido fijados, fetos 
abortados contaminados, u orina contaminada y/o formolizada,los 
que no pueden ser examinados por otros métodos (47)(42)*

Las técnicas de tinción con colorantes de anilina son raramen 
1 ”” te utilizadas. El mejor método sea quizás la tinción prolongada 

con Giemsa (30 min) si es que este tipo de colorantes quiere ser 
usado.
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1.7.2. CULTIVO:
El procedimiento de aislamiento, si bien nos brinda la segur¿ 

dad diagnóstica, encuentra el grave inconveniente que usualmente 
este tipo de microorganismos requiere varias semanas de incuba
ción antes que las Leptospiras puedan ser visualizadas .t Por ésto, 
con esta metodología sólo se consigue hacer un diagnóstico retro£ 

pectivo de la enfermedad.
Las Leptospiras pueden ser cultivadas a partir de sangre, ori 

na, tejidos de necropsia;hígado, riñón, bazo, líquido cerebro e£ 
piñal, cámara anterior del ojo o fluido peritoneal.

En los primeros días de la afección existe leptospiremia, la 
que se prolonga muy poco tiempo. La sangre en este caso puede ser 
sembrada en los distintos medios de cultivo especiales para Lep
tospiras. Si bien éstas pueden ser aisladas de Líquido Céfalo Ra 
quídeo durante el final de la primer semana de enfermedad, gene
ralmente este procedimiento no es llevado a cabo.

El cultivo de orina puede resultar positivo ya en los prime
ros días de la enfermedad, sin embargo ?s más factible tener éx¿ 
to a partir de la segunda semana posTÍnfección.

En caso de muerte de animales, estos microorganismos pueden 
ser aislados por cultivo de órganos; cuando los fetos son pro
cesados en corto tiempo luego del aborto, también es posible re 
cuperar Leptospiras de ellos.

Estos cultivos se realizan en medios especiales como ser el 
Stuart, Korthof, Fletcher y Ellinghausen modificado. El procedí 
miento de incluir diferentes concentraciones de agar (Ellinghau 
sen modificado,Fletcher) es debido a que ciertas Leptospiras ere 
cen mejor en el primo aislamiento en medios semisólidos, necesi
tando para adaptarse a los líquidos varios repiques.(24,29,47,83, 
119,62).

Si bien las Leptospiras son sensibles a la mayoría de los an 
tibióticos in vitro, se usa con éxito el agregado de 1™»™nin» 

a la concentración de 300 jig/ml en medio Ellinghausen modificado 
o 5 pg/ml en medio Fletcher a efectos de impedir el desarrollo 
de la flora contaminante (88)•

También el agregado a los medios del análogo de la pi tí mi d i na 
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ei 5-Fluorouracilo (100 a 200 p.g/ml) que actúa como bacteriostá 
tico, permite el desarrollo de las Leptospiras (36,70,88,129,62).

1.7.3. MEDIOS SOLIDOS:
Se han desarrollado medios sólidos para el crecimiento y ais. 

lamiento de Leptospiras. Thiermann (129,130) observa por estudios 
experimentales que sólo con medio Ellinghausen modificado sólido, 
consigue el aislamiento a partir de muestras de leche de bovinos 
inoculados con Leptospiras del serogrupo Hebdomadis, no logrando 
desarrollo en otros medios ni por pasaje por hamster.

El creciemiento de Leptospiras en medios sólidos fue descrip- 
to por Fukushima en 1927 (51) (Cit.por 139). Sin embargo; recién 
tomó impulso con el medio desarrollado por Cox y Larson en 1957 

(32).
Armstrong en I960 utilizando el medio de Cox y Larson con 1% 

de agar, diferencia dos tipos de colonias: unas de pequeño diá
metro y algo opacas, y otras de mayor diámetro, de apariencia de 
velo y muy traslúcidas; desarrollándose toaas las seroVariedades 
(interrogans y biflexas) en profundidad. A efectos de evitar el 
crecimiento de hongos agrega Cicloheximide. Algunas colonias fu£ 
ron extremadamente transparentes, siendo muy dificultosa su obser 
vación (10).

Roth en 1961 aisla en medio sólido 88 cepas a partir de 227 
riñones de animales silvestres; todas ellas crecieron en profun 
didad (106).

Yanagawa en 1962, utilizando también el medio de Cok y Larson 
en placas de Petri, logra una diferenciación parcial dé las Lep
tospiras biflexas de las patógenas (140,141,142).

Stalheim 1963 no encuentra diferencias entre la antigenicidad 
o infectividad al ratón, entre los distintos tinos de colonias 

। 
observables de una misma cepa. Las Leptospiras biflexas desarro
llaron en 4 a 6 días, mientras que las interrogans necesitaron 
7 a 10 días más (114).

Tripathy en 1971 utilizó el medio Ellinghausen con el agrega 
do de 1% de agar, logrando el desarrollo en 3 a 7 días de incu
bación. Observó además que las colonias pequeñas pertenecen a Le^ 

tospiras de extremo recto,mientras que las colonias grandes perte 
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necen a Leptospiras de extremos en forma de gancho (132).
El mismo autor en 1980, recomienda la adición de suero de co

nejo al 5% o en su defecto pyruvato de sodio (100 jug/ml) al medio 
Ellinghausen a efectos de facilitar el desarrollo de las colonias 
de Leptospiras del serogrupo Hebdomadis. Aconseja este medio cuan 
do el número de Leptospiras en la muestra es escaso (134).

Wood, Johnson y Palin en 1981, utilizando el medio Ellinghau
sen con 10% de suero de conejo más el agregado de pyruvato de s£ 
dio (100 jAg/ml) con 1% de agar, observan la presencia de dos ti
pos de colonias, unas de superficie y otras de profundidad (139)*

Thiermann en 1981 aisla,a partir de leche de bovinos experimen 
। 

talmente inoculados con L.hardjo y L.szwajizak en medio sólido 
de Ellinhgausen, Leptospiras que formaron colonias blancas y de 
bordes difusos. Parece ser que éstas pueden penetrar rápidamente 
en el medio sólido y por lo tanto quedar separadas de las sustan
cias antileptospíricas de la leche (129).

1.7.4.INOCULACION  DE ANIMALES:
Se utilizan^ para el aislamiento de Leptospiras los animales 

de laboratorio. Estos constituyen una valiosa ayuda, ya que en 
numerosas oportunidades sólo por pasaje sucesivo a través de és
tos, se logran aislar algunas cepas que no crecen directamente en 
los medios de cultivo.

Se emplean para este fin el cobayo (Cavia porcellus) y el hams 
ter (Microcrisetus auratus) , a los cuales se los inocula por vía 
intraperitoneal con el material a estudiar.

Luego, en el momento de elevación de la temperatura corporal, 
generalmente éntre los 5 a 7 días, se procede a la extracción de 
sangre por punción cardíaca y con ésta se realizan hemocultivos 
en los medios habituales.

1.7.5.  SEROLOGIA:

Para el diagnóstico de la Leptospirosis, la detección de anti
cuerpos en el animal afectado cobra especial atención debido a la 
dificultad que representa el aislamiento del agente causal.

Se utiliza el método descripto por Schüffner y Mochtar en 1927
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(108) . Aunque esta técnica de aglutinación microscópica es una 
de las más antiguas, ha sido y sigue siendo la prueba de elec
ción para la búsqueda de anticuerpos antileptospiras. Esta se 
basa en el enfrentamiento del suero problema previamente dilu
ido, con cultivos vivos de Leptospiras en partes iguales, que 
luego de un período de incubación es observado por microscopía 
en fondo oscuro en busca de aglutinación producida por estos 
complejos antígeno/anticuerpo.

Los diversos resultados serológicos dependen del es-cadío de 
la enfermedad. En la etapa aguda todavía no existen anticuerpos 
presentes en sangre. En la segunda fase, comienzan a formarse 
éstos y concomitantemente desaparecen las Leptospiras de la san 

gre (84).
Por lo menos dos muestras de sangre deben ser obtenidas con 

dos semanas de intervalo. Al momento del aborto la prueba puede 
ser negativa, pero frecuentemente altos títulos de anticuerpos 
son detectables cuando ésta es repetida 7 a 10 días después (8, 

84).
i

Sin embargo Hanson (1982) afirma que los títulos dé la vaca 
i 

preñada y abortada generalmente han tenido un pico con anterio 
ridad al aborto,por lo que 'muestras pareadas de suero usualmen 
te no evidencian cambio o pueden exhibir una disminución del tí 
tulo (58).

i
Los niveles se elevan rápidamente, según Hodges y Kis (143), 

i 
y como el aborto debido a la infección leptospírica ocurre va^- 
rias semanas después de la infección, es usualmente imposible 
demostrar un aumento en el título luego del aborto (Cit.por 80).

Según Michna (1970), los títulos 1/1000 pueden mantenerse ea 
tacionarios por varias semanas y en algunos casos pueden hacerlo 
por meses o años (84).

Una historia sobre la vacunación del ganado contra jLeptospi- 
rosis es imperativa para una evaluación real de los hallazgos se 
rológicos (58); la aerología luego de la vacunación puede resul
tar positiva por 1 a 3 meses (117).

Aunque los títulos continúen negativos luego de un maestreo 
¡

pareado, el aislamiento de Leptospiras de animales con serone— 
gatividad, si bien es poco común, hay que tenerlo en cuenta a e 
fectos de no descartar esta enfermedad (8).
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Little en 1980 reporta que muchos animales clínicamente sanos 
tienen anticuerpos contra Leptospiras, siendo su significado po

co claro (80).
Un número de trabajadores ha apuntado que la infección por Leja 

tospira hardjo no estimula altos títulos detectables en la prueba 
de aglutinación microscópica y han sugerido que valores de 1/40 a 

1/50 pueden ser usados como altos títulos (80).
Ellis y.eol en 1976 aislan Leptospiras de fetos donde los tí

tulos serológicos de las madres fueron de sólo 1/100 a 1/300 (41).
En otro reporte el mismo autor encuentra en un brote de mast¿ 

tis que los títulos en sangre se elevan hasta llegar en algunos 
casos a 1/300.000 (40). También afirma que la presencia de altos 
valores en el suero del ganado que nunca mostro* signos clínicos 
indica que la infección subclínica ocurre en muchos casos.

Ellis y Michna en 1976, interpretan los hallazgos serológicos 
con el siguiente criterio: dilución 1/10 fuertemente positivo, 
indica una exposición pasada; un título de 1/300 positivo indica 
una infección reciente.

Un título de 1/100 según Michna(1970) indica la presencia de 
una infección actual o pasada no implicando con ello la posibil¿ 
dad de aborto del animal.

En un estudio realizado sobre 131 bovinos, durante una enzoo
tia, más de 50 demostraron positividad a L.grippotyphosa, sin em 
bargo ninguno de los animales presentó signos clínicos (8).

El criterio seguido en la Universidad de Cornell (Estados Uni 
dos) es considerar positivos a los animales reaccionantes a la 
dilución 1/1600, sin embargo las muestras pareadas son necesarias 
para confirmar el disgnóstico.

Según Myers, incluso los distintos medios de cultivo pueden 
llegar a variar los títulos de la aglutinación microscópica (92), 
sin embargo, ésto no se considera actualmente como diferencias 
realmente importante (68).

Por otro lado, se han desarrollado distintos métodos para la 
detección de anticuerpos presentes en suero sanguíneo (ELISA,prue 
ba macroscópica en placa, fijación de complemento, etc.) pero no 
son usados habitualmente en nuestro país.



Ante esta variación en los datos sobre la aerología, se consi 
dera que sólo las muestras pareadas de suero obtenidas con 10 a 
15 días de intervalo, pueden llegar a ser valiosas para una a- 
proximación en el diagnóstico de esta enfermedad* Aún así,hacen 
falta estudios tendientes a esclarecer definitivamente el signi
ficado de los resultados serológicos.
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1.8. MASTITIS A LEPTOSPIRAS:
En 1947 Baker y Little (16)(Cit.por 86), observan una espiro 

quéta no identificada en el fluido alantóideo de huevos embrio- 
I 

nados inoculados con sangre de cobayo al cual se le había inyecta 
do leche anormal. También reprodujeron el síndrome en forma exp£ 
riinental en vacas lactantes.

Fenestad y Borg-Petersen describen en 1958, dos casos de Lep
tospirosis donde los animales abortaron, aislando a partir de ori 
na de uno de ellos Leptospira pomona. Los primeros síntomas ob
servados fueron pérdida de apetito, leche teñida de sangre y una 
leve ictericia. Los animales se recuperaron en dos semanas sien
do entonces la leche de aspecto normal (49)•

Hengl y col (1958) en Hungría describen un proceso de masti
tis producida por L.pomona o L.hyos (=tarassovi). Los autores 
reprodujeron la enfermedad en forma experimental y lograron el 
aislamiento a partir de leche unos pocos días post inoculación 
(6JL) (Cit.por 86) •

En un brote en Nueva Zelandia, Kirschner y col (1952) obser
van que la producción de las vacas lecheras sobrevivientes a la 
enfermedad pueden sufrir un daño en la ubre con cesación subse
cuente de la lactación (77)(Cit.por 8).

Alston y Broon en 1958 afirman que en muchos casos entre vas
cas lecheras, los primeros signos son usualmente observados en 
la leche, la que se torna rosada y contiene coágulos de sangre. 

La secreción se ve reducida a veces a unas gotas de fluido vis
coso; refieren además que L.grippotyphosa produce fiebre, hema
turia y leche teñida de sangre, llegando algunos animales a mo
rir por la enfermedad.

Estos autores afirman que en un 47% de los casos de Leptospi 
rosis, existe una reducción de la producción láctea, ocupando el 
primer lugar los abortos; agregando que L.canicola es capáz de 
producir pérdida de apetito, ictericia, hemoglobinuria y menor 
producción láctea (8).

Mitchell y Boulanger (1959), informan que numerosos brotes se 
produjeron en el área de Ottawa (Canadá) donde los síntomas ob
servados fueron abortos y mastitis atípicas. Los estudios lleva 
dos a cabo en las leches mastíticas dieron resultados negativos 
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a los microorganismos ordinarios, sin embargo éstas mostraban un 
conteo celular alto» Los cuatro cuartos mamarios estaban afecta 
dos, aislando de dos animales (serológicamente negativos) L. p£ 
mona de leche por inoculación a cobayos, y de uno de ellos de £ 
riña cuando era positivo 1/1000. Es importante destacar que de 
uno de los bovinos de los cuales se aisló Leptospiras a partir 
de leche, recibió un día antes penicilina por vía intra muscular 
y una infusión intra mamaria en los cuatro cuartos conteniendo 
penicilina, dihidroestreptomicina, neomicina y polimixina B (86).

Mitchell cd (I960) logran, inoculando leche de animales a 
fectados, transmitir Leptospiras por vía intra mamaria; Esto po 
dría tener importancia en la contaminación de la máquina de or
deño,

Robertson, Boulanger y Mitchell en Ottawa comunican un brote 
de mastitis y abortos ocurridos en 1961, donde 4 vacas revelad- 
ron un tipo atípico de mastitis caracterizado por ubres fláci- 
das y secreción grumosa amarillenta, uno de los animales abor
tó 15 días después de presentar los síntomas enunciados. Aisla
ron en esta oportunidad a partir de orina de estas vacas, L.hard 
jo; recalcando los autores la necesidad de realizar 8 pasajes 
ciegos a través de cobayos para lograr luego el desarrollo en me 
dio Fletcher. Los intentos de aislamiento en sangre y leche fue 
ron negativos (104).

Stoenner yteal en 1963 en Estados Unidos al describir la ma
nifestación neurológica de una vaca lechera de la cual se aisló 

L.pomona a partir de líquido céfalo raquídeo, presentó en prim£ 
ra instancia anemia, hemoglobinuria y todos los cuartos blandos 
conteniendo leche manchada de sangre. Microscópicamente la glán 
dula mostró que los alvéolos estaban libres de sangre pero con- 

j 
tenían neutrófilos de unas pocas células dispersas en secreción 
coagulada, a una masas moderadamente densas a veces asociada con 
una completa disolución de epitelio alveolar (119).

Sulzaer y*. col en 1964 comunican que en un rodeo de 27 anima- 
les en Estados Unidos, 4 mostraron secreción de leche amarilla, 
con disminución de producción; de éstos, dos abortan posterior
mente. Aislan en esa oportunidad L.hardjo en medio Fletcher a
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partir de orina diluida en solución fisiológica (126)*
Sullivan y Stallman en 1969 en Australia, hacen referencia a 

la dificultad de aislamiento que presenta L.hardjo,asociando a es. 
ta serovariedad con casos de descenso brusco de producción de le—■ 

che, mastitis atípica y aborto (122).
Michna en 1970 en una revisión sobre Leptospirosis resalta que 

la mastitis desempeña un importante rol dentro de la sintomatolo- 
gía clínica de la enfermedad. Leptospira canicola,grippotyphosa, 
hardjo y pomona tanto en las formas agudas, sub agudas y crónicas 
serían responsables de este síndrome (84)•

Sullivan y Callan en 1970 en Australia en un rodeo de 300 va
cas en lactancia, donde aproximadamente 30 estaban afectadas, el 
primer síntoma observado lúe un descenso del 30% de la producción, 
acompañado de fiebre, depresión e inapetencia que se fumaron a u- 
bres flácidas donde todos los cuatro cuartos estaban afectados. 
La leche era amarilla con pequeños grumos y ocasionalmente presen 
cia de sangre. No intentaron el aislamiento a partir de leche, 
pero se aisló L.hard jo de muestras de orina (125)•

Estos autores opinan que debería tenerse en cuenta la infec
ción por L.hardjo en el diagnóstico diferencial de lop brotes de 
mastitis cuando los procedimientos bacteriológicos de rutina re
sulten negativos.

Corbould en 1971, en Tasmania (Australia) informa que la infe£ 
ción por Leptospiras del serogrupo Hebdomadis ha afectado exten
samente al ganado de carne y leche durante los años 1969/70, pro 
duciendo pérdida de la producción de leche,mastitis y abortos. 
De 7 rodeos donde 1 a 16 animales fueron afectados, el único sín
toma observado fue una súbita pérdida de la producción, aislando 
L.hardjo a partir de orina en 3 de ellos (31).

Davidson en 1971 en Highlands (Australia) reporta un conside
rable número de Leptospirosis debida a L.hardjo en el!ganado le
chero, los síntomas, al igual que los casos anteriorei consistie

ron en ubres flácidas, leche amarilla o teñida de rojo por sangre. 
Algunos animales abortaron un tiempo después de presentar la mas
titis (33)-

Hoare y Claxton en 1972 en New South Wales (Australia) infor
man sobre una marcada pérdida de producción láctea (5Ó al 90%)
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en donde L.hardjo fue aislada dé orina de algunos animales. Todos 
los cuatro cuartos estaban afectados; 1Qmayoría de las.vacas a- 
fectadas recuperaron su producción en 2 semanas. De un a 10% 
de los animales que padecieron de mastitis abortaron en 6 a 12 
semanas después de los primeros síntomas clínicos. Cifras superio^ 
res al 10% de 600 tambos recortaron que más del 50% de los animar- t 
les estuvieron afectados t sumado a inf ecciones subclínicas que ba 
jaron el total de leche producido (65)•

Michna, Ellis y Dikken en 1974 en Inglaterra reportan casos 
de abortos en un rodeo lechero; previamente estos animales habían 
presentado leche teñida de sangre sin evidencia de mastitis. Lep
tospira hard jo fue aislada en medio Stuart a partir de riñones de 

dos vacas sacrificadas (85)•
Ellis, 0•Brian,Pearson y Collins en 1976 en Irlanda realizan 

el primer aislamiento en el mundo de L.hard jo a partir leche 
y sangre de vacas con síntomas de mastitis. Setenta de ciento cua 
renta animales se vieron afectados por una brusca disminución o 
cesación de la producción láctea. Las leches retornaron a su apa 
riencia normal en 2 semanas. Se aisló L.hardjo sólo ñor pasaje 
por hamster y los primeros desarrollos ocurrieron en medio Elling 
hausen modificado (EMJH). La presencia de Leptospiras en la ubre 

i. 
pareció estar asociado con la fase bacteriémica de la infección 
(40). Los autores postulan como posible vía de infección, en con 
cordancia con Mitchell (I960) , la contaminación del equipo de or
deñe.

Ellis y Michna en 1976 en un estudio serológico realizado so
bre 29 rodeos indican que algunos casos de abortos estuvieron 
precedidos por mastitis similares a las descriptas por otros au 
tores. Los anticuerpos encontrados en suero sanguíneo pertenecie 
ron al grupo Hebdomadis en títulos de 1/300 (41).

Andreani y coi. en 1979 en Italia, describen un grave foco de 
Leptospirosis debida a L.hardjo, en donde abortaron 19 yacas.Los 
síntomas fueron abortos, mastitis atípica, fenómenos dehipogala 
xia y queratoconjuntivitis (9).

Higgins, Harbourne, Little y Stevens en 1980 en Surrey (Ingla 
terra) reportan en diferentes campos casos de mastitis y abortos 
debidos a la serovariedad. hard jo. En uno de ellos el 50% de 250 
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vacas se vieron afectadas, estando todos los cuartos mamarios 
flácidos y con leche semejante al calostro* Globalmente hubo una 
enorme pérdida de producción láctea; los animales sin embargo no 
perdieron el apetito. Las vacas se recuperaron en 2 a 5 días con 
o sin tratamiento. Los casos clínicos de mastitis continuaron o- 
curriendo por espacio de 6 semanas y durante ese período 2 va

cas abortaron (64).
En otro de los tambos hubo una inexplicable pérdida de produc

ción láctea por un lapso de 2 meses. Si bien no se notaron sín
tomas de mastitis, 5 vacas abortaron durante período. La pérdi
da representó el 33% de la Producción. Se aisló L hardjó de 2 
muestras de leche en medio Ellinghausen modificado (EMJH) semi- 
sólido con 150 ug/ml de 5-Fluorouracilo. La presencia de Leptos
piras en leche fue el resultado directo de la Leptospiremia. A 
diferencia de lo que ocurre con la mastitis a L. pomona^ en es
ta oportunidad no observaron leche teñida de sangre en más de 
100 vacas afectadas.

Pearson y col en 1980, resaltan la incidencia en aumento de 
este sindrome en el Reino Unido, recalcando asimismo la impor
tancia económica del mismo. Por otro lado, informan que existe 
evidencia probada de la enfermedad clínica en humanos, particu
larmente envarabajadores rurales (100).

Thiermann en 1981, en Estados Unidos reproduce experimental
mente la enfermedad con L.hardjo y L.szwajisak en bovinos, lo
grando el aislamiento a partir de leche sólo cuando utiliza el 
medio Ellinghausen modificado (EMJH) sólido. Sin embargo las Leja 
tospiras fallaron en el crecimiento excepto cuando éste fue en
riquecido con pyruvato de sodio o suero de conejo al 5%* Los cul 
tivos obtenidos de leche fueron realizados durante los primeros 
10 días de la mastitis y antes de la aparición de anticuerpos en 
ella (129).

El mismo autor en 1982 comunica que en la reproducción¿experi
mental citada, durante la fase aguda de la infección, las vacas 
mostraron signos clínicos suaves, sin embargo las mastitis fueron 
observadas en todos los animales. Las diferentes serovariedades de 
Leptospiras y los diferentes orígenes de las cepas parecen tener 
un rol significante en la severidad de la infección (130).
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Hathaway, Little y Stevens en 1982 en Inglaterra, encuentra 

que seguido a un brote de mastitis y posterior aborto de vacas 
aislan L.hardjo de fetos. Afirman además que la mastitis debida 
a esta serovariedad y el aborto, se incrementaron marcadamente 

durante 1981 en ese país (59).
En Argentina a partir de la revisión bibliográfica sobre el 

tema que nos compete, notamos una carencia de investigaciones 
sobre Leptospirosis, en su relación específica o directa con las 
mastitis bovinas. No hemos detectado intentos de aislamiento ni 
tareas experimentales complementarias.

Cacchione ©ai en 1961, comunican el aislamiento de una cepa 
de L. canicola en la localidad de Venado Tuerto (Santa Pe). Des 
tacan la alta mortandad de terneros observada e indican que algu 
ñas madres presentaban alteración de la producción láctea, con 
una leche densa y aspecto filante. En esa misma comunicación r£ 
latan el aislamiento de una cepa de L.pomona apartir de terneros 
de un establecimiento de Marcos Juárez. También informan sobre 
la disminución de la producción láctea y denuncian la presencia 
de coloración amarillas-cremosa en la leche de algunas vacas del 
mismo establecimiento(23)• i' 

Igualmente Aguirre eol en 1967, estudiando 4 brotes de mor 
tandad de terneros, logran el aislamiento de una cepa de L.cani 
cola, resaltando que las vacas no presentan sintomatologia (4).

Aguirre y cal en 1968, comunican el aislamiento de una cepa 
de L. pomona a partir de agua de bebedero de un establecimiento 
de la Provincia de Buenos Aires; donde se producían abortos, mas 
titis y mortandad de terneros. Si bien obtienen muestras de di
versos materiales, entre ellos leche, no detallan la metodolo
gía empleada en los estudios microbiológicos ni tampoco señalan 
claramente si las leches fueron procesadas o no. En definitiva 
no se obtienen datos que puedan relacionar las mastitis y la ce 
pa aislada, quedando sí en claro la importancia del agua de bebi 
da como receptáculo de las contaminaciones producidas por los re 
servorios y como fuente de infección para los bovinos (5).

Cacchione en 1981 en una revisión sobre el tema, recalca el 
problema sanitario que representa la secreción de leche sangui
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nolenta, con grumos y aspecto filante, además de la importancia 
económica de la disminución de la producción (28).

Habich y col. en 1983, describen una "tormenta" de abortos en 
un establecimiento de la Provincia de Ssilta, en el cual también 
resaltan que la producción láctea era de 2 a 3 litros diarios por 
animal, siendo la presentación de la leche de aspecto normal. La 
serología encontrada fue alta para las cepas L.pomona y L.wolffi, 
considerando los autores que esta última es de significación "no 
clara". Sin embargo el aislamiento en repetidas oportunidades de 
L.hardjo a partir de órganos de bovinos, equinos y armadillos ar
clararía esta situación. Debemos recordar que tanto L.wolffi co
mo L.hardjo pertenecen al mismo serogrupo y responden con una rea£ 
ción serológica cruzada inherente al mismo. En el trabajo descrip- 
to tampoco se realiza el intento de aislamiento de ningún material 

(57).
Como denominador común las mastitis causadas por Leptospiras 

muestran una marcada disminución en la producción láctea y una 
variada gama de manifestaciones clínicas que van desde la ausen
cia de signos al compromiso total de la glándula, mostrando pos¿ 
tividad a la prueba californiana para mastitis (C.M.T.).: También 
hay variedad en la presentación de las leches que podrán ser vis
cosas, grumosas, de color amarillo o rosado debido a la presen
cia de sangre. La recuperación se efectúa en 1 a 3 semanas, no 
retornando habitualmente a su producción anterior.

Queremos finalmente destacar que trabajos como el de Tessi y 
i 

col (128), Giraudo y col (54,55), y otras numerosas investigaci£ 
nes centralizadas en la búsqueda de agentes bacterianos ¡producto
res de mastitis bovinas, omiten el estudio de Leptospiras como 
posible agente causal del síndrome nombrado (15,53,97,11).

1.9.SOBREVIVENCIA DE LEPTOSPIRAS EN LECHE:

Bernikof y col en 1948 determinan que L.grippotyphosa patóge 
na puede sobrevivir 3 días en leche sin diluir (18)(Cit. por 84).

Kirshner, Miller y Garlik en 1952, demostraron que las Leptos 
piras sobreviven escaso tiempo en leche cruda (30 min) pero el 
microorganismo permanece vivo 60 días en leche diluida (77)(Cit. 
por 36 y 84).
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E1 mismo autor en 1957 encuentra en la leche un agente antilejj 
tospiral que actúa en sólo 45 minutos,dañando el cilindro proto- 
plasmático (78)(Cit.por 36).

Stalhein en 1965 demostró que los lípidos del riñón y la leche 
son los inhibidores del desarrollo de las Leptospiras ya que ejer 
cen un profundo efecto de lisis (115)•

Shigekawa y Stocktmon demostraron que las Leptospiras sobrevi
ven por lo menos ocho meses en leche desnatada cuando se conser
varon en hielo seco (Cit.por 36)•

Dorta en 1965 observa que cuando se agrega una gota de leche 
al medio de cultivo,disminuye el desarrollo con respecto al tubo 
control;mientras que si se colocan 3 gotas sólo se observan muy 
pocas Leptospiras vivas (36).

1.10.SEBOLOGIA EN SUERO LACTEO:
La bibliografía sobre este tema es escasa y contradictoria. 

Van der Hoeden en 1955 realiza la aerología comparada en suero 
lácteo y sanguíneo;indicando que la prueba en leche es específí 
ca.Raramente encontró resultados negativos en leche cuando había 
positividad en sangre a altos niveles.Trabajó con brotes de Lep- 

¡ 
tospirosis naturales en bovinos.Los títulos fueron muy variables; 
animales positivos en suero sanguíneo 1/200,en leche sus valores 
variaron de negativos a 1/64;los positivos en sangre 1/1000 lo 
fueron en leche de negativos a 1/320; mi entras que los positivos 
en sangre 1/2000 correspondieron a valores de negativos a 1/512 
en suero lácteo (66).

Morse y col. en 1955 demostraron anticuerpos en leche por pe
ríodos de hasta 29 meses luego de la infección.En general los 
mayores títulos fueron encontrados entre vacas que habían estado 
en lactancia por menos de un mes.Luego de cuatro meses,los títu

los se negativizaban,y si estaban presentes no superaban dilucio 
nes de 1/10.Los autores observaron considerable variación en su 
persistencia en vacas individuales.No se demostraron anticuerpos 
en suero de lechea en animales cuyos valores sanguíneos eran de 
1/10 a 1/100. Los mayores títulos de anticuerpos en suero lácteo 
fueron observados en vacas que habían padecido recientemente la 
infección,enfatizando que los títulos persisten en suerd lácteo 
por machos meses seguido a la infección (87)»

individuales.No
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Nicol caul en I960, trabajando con yeguas y titulando anti
toxina tetánica, determina que la mayor concentración $n la mama 
sucede en el calostro, siendo los anticuerpos 4 a 5 veces más con 
centrados que en suero sanguíneo (96).

Cabrey en 1961, recomienda el uso de la prueba de aglutinación 
microscópica en leche cuando la recolección de sangre resulta di
ficultosa, o a efectos de tener una visión generalizada de los 
anticuerpos presentes en los animales. Sin embargo los resulta
dos negativos no pueden considerarse conclusivos; pareciendo ser 
los títulos mayores en vacas que recién comienza la lactancia(30)•

Derbyshire en 1962, realiza una revisión sobre los conocimien
tos de la inmunidad en la glándula mamaria. En ésta, hace referen 
cia a que el epitelio mamario de las vacas forma una barrera im
permeable al pasaje de anticuerpos. Sin embargo, la permeabilidad 
se incrementa en la época del parto, donde los anticuerpos son d£ 
tectados en el calostro al mismo título que en suero sanguíneo. 
También se ha presentado evidencia que los anticuerpos pueden pa 
sar del suero a través del epitelio glandular en el final de la 
lactancia (34).

Fenestad y Borg-Petersen en 1962 estudiaron los títulos en va 
quillonas infectadas artificialmente. Los valores calostrales fue 
ron 3 a 10 veces superiores que en suero sanguíneo, pero luego de 

i
24 hs decrecieron a niveles de 1/10 a 1/100. No pudieron detectar 
anticuerpos a la dilución de 1/30 veintiséis días desnués, en con 
traste con los hallazgos de Morse y col (Cit.por 30).

Cabrey indica que el hallazgo más notable fue encontrar títu
los en suero lácteo negativo a 1/40 cuando en sangre correspon
dían a 1/10; mientras que ea otros casos vacas con títulos en sue 
ro sanguíneo 1/1000 tenían niveles en suero lácteo de negativo a 
1/640. La variación entre los cuatro cuartos no fue alta, coinci 
diendo en la mayor parte de los casos (30).*

Baglioni ylcol en 1966 encuentran que los títulos sanguíneos 
de la vaca tienden a disminuir con el tiempo pero cuando se a- 
veci'^a el oarto suben sus valores de 1/100 a 1/500.Los anticuer 

dos son concentrados en el calostro (14).
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Hussaini en 1976 muestra que animales con altos títulos san
guíneos (1/100 a 1/1600), en leche los valores no superaron la 
dilución 1/64. El autor indica que en los resultados no existen 
diferencias notorias entre las distintas distribuciones de anti
cuerpos en sangre y leche. Sugiere que en concordancia oon el 
título 1/100 sanguíneo catalogado como positivo por estar dire£ 
tamente relacionado con el título 1/4 en leche, también debería 
ser tomado como índice de positividad (67).

Ellis y Michna en Glasgow realizaron una reproducción experi^ 
mental con L.hardjo en vaquillonas preñadas (1977)* El mayor tí 
tulo calostral encontrado fue de 1/100.000, correspondiéndose con 
idénticos valores sanguíneos. Los máximos niveles fueron encon
trados en las muestras recolectadas inmediatamente luego del par 
to, los que cayeron rápidamente en los tres días de lactación y 
persistieron a bajos niveles hasta 32 días (44).

Thiermann en 1981 afirma que los títulos encontrados en los 
terneros fueron similares a aquellos pertenecientes a la leche 
materna. Los niveles de anticuerpos en leche fueron paralelos y 
frecuentemente excedían los valores en suero sanguíneo, aveces 
en una a dos diluciones (129). I 

Cacchione y col realizan el control serológico en leche de 
10 vacas infectadas naturalmente, 5 de ellas presentaron títulos 
de 1/100 a 1/500 (25).

1.11. POSIBLE INCIDENCIA ECONOMICA:
Resulta sumamente difícil determinar la incidencia económica 

real que pueda tener la Leptospirosis como tal, y menos aún te
ner una imagen acertada sobre la mastitis específicamente rela
cionada a ella. Aún así, los distintos autores han tratado de 
llamar la atención sobre el posible significado econo'mico que 
ésta puede ocupar dentro de la producción lechera.

Mitchell y col en 1959 indican que la pérdida económica cau
sada por reducción en la lactancia puede ser considerable espe
cialmente si. un gran número de vacas de un rodeo es afectado. 
Sumado a ésto, la producción individual no vuelve nunca al esta 
do anterior de pre-infección (86).
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Szyfres en 1964 llama la atención por la frecuencia observada 
de la interrupción o disminución de la producción lechera, aco
tando el significado que ello representa para la Argentina (127).

Cacchione en 1973 hace referencia al significado económico que 
representa la Leptospirosis para la ganadería de los países la
tinoamericanos donde no se ha logrado expresar en cifras las pér 
didas producidas por abortos, menor producción de carne y leche 
etc (26).

Ellis y col en 1976 hacen referencia a que la disminución par
cial o total de producción durante el período de enfermedad, su
mado a la necesidad de aplicar antibióticos, causa una considera 
ble pérdida económica (40).

Pearson, Greer y Ellis en 1980 indican que la proporción del 
ganado afectado puede variar de una vaca ocasional al 50% del ro. 
deo. Económicamente el síndrome de menor producción láctea pue
de tener una marcada repercusión (100).

Las usinas lácteas también se ven afectadas al recibir leche 
en malas condiciones o con restos de antibióticos debido al tra
tamiento de los animales.

1.12. POSIBLE INCIDENCIA DE LEPTOSPIROSIS EN HUMANOS:
Si bien está muy discutida la posibilidad de transmisión de 

las Leptospiras a través de la leche, existen numerosos i casos 
citados en la literatura mundial en donde no está suficientemea 
te clara la vía de penetración del microorganismo, estando en 
muchos casos relacionados directamente con tamberos o su familia.

Bernikof y col (1948) cita un brote de Leptospirosis humana 
resultado del consumo de leche cruda de vacas convalecientes o 
enfermas infectadas con L.grippotyphosa (18)(Cit.por 84).

Szyfres cita en 1964 en Argentina el caso de un tambero que 
fue diagnosticado dudoso ya que pasó de una serología negativa 
a positiva 1/200 a L.pomona 2 meses después (127).

Michna en 1970 refiere que cuatro tamberos en Surrey revela
ron síntomas de meningitis aséptica debida a L.hebdomadis (84).

Davidson en 1971 reporta la infección de dos hijos de un tam 
bero, ocasionado por L.hardjo; las vacas de este establecimiento 
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presentaban síntomas de mastitis atípica. También informa que hu 
bo casos de tamberos que mostraron signos de influenza diagnosti^ 
cados como Leptospirosis. El autor sugiere que la infección humar- 
na por L.hardjo está mucho más difundida que lo habitualmente su 

puesto (33)»
Corbould en 1971 informa de cuatro casos de tamberos enfermos 

en Tasmania (Australia) infectados con L.hardjo con síntomas de 

i nfluenza (31)•
Hoare y Claxton en 1972 comunican que numerosos casos humanos 

se reportaron coincidentes con más de 60 brotes de mastitis en 
Australia (65)•

Ellis en 1976 dice:"El efecto antileptospiral de la leche y 
el hecho que la pasteurización destruye a las Leptospiras, in
dica que la infección humana por leche pasteurizada es muy impro. 
bable. Sin embargo el haber recuperado Leptospiras de leche de 
vaca luego de 4 horas de la recolección sugiere que la leche fre£ 
ca puede constituir un peligro limitado a los trabajadores rura 
les" •

Higgins en 1980 reporta el caso de dos tamberos que enferma^- 
ro aproximadamente una semana después que los primeros casos de 
mastitis fueron detectados (64)•

Pearson finalmente en 1980 indica el riesgo humano que repre
senta este sindrome de menor producción láctea en relación con 
los trabajadores rurales (100).

1.13. OBJETIVOS:
1.13.1.Investigar la presencia de Leptospiras en muestras de le

che de bovinos de nuestro país, hecho no realizado o de
nunciado hasta el presente y teniendo en cuenta la impor
tancia que mundialmente han adquirido las mastitis lepto£ 
pirósicas.

1.13.2.En caso de lograrse aislamiento, tratar de correlacionar 

su hallazgo con las características de las mastitis y sin 
tomatología clínica que muestren los animales.

1.13.3.Realizar contralor serológico a partir de suero lácteo. Se 
pretende de esta manera correlacionar la presencié de anti 
cuerpos y los posibles aislamientos.
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1.13.4. Estudiar comparativamente los títulos obtenidos á partir 

de suero sanguíneo con aquellos encontrados en suero lác
teo.

1.13.5.En los casos de aislamiento, determinar las característi
cas biológicas de las cepas.

1.13.6.Mediante el procesamiento bacteriológico de muestras de 
leche comprobar la presencia de Leptospiras en las mismas 
y en qué medida serían éstas responsables de producir mass 
titis.
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2.TRABAJO  EXPERIMENTAL
2.1. MATERIAL Y METODOS:

La metodología de aislamiento empleada en este trabajo fue rea 
lizada de acuerdo a Baker y col (16), Hengl y col (61), Mitchell y 
col (86), Ellis y col (40), Higgins y col (64) y Thiermann (1S,13O), 
quienes lograron resultados exitosos empleando los mismos.

2.1.1. Toma de muestras:
Las nuestras se extrajeron de animales con síntomas de masti

tis sub aguda y aguda detectadas clínicamente y sub clínica dete£ 
tadas por C.M.T. (Prueba Californiana para Mastitis).

En total se procesaron 212 muestras de leche procedentes de 
15 establecimientos ganaderos; 42 de éstas fueron tomadas de a- 
nimales clínicamente sanos en los cuales existía sospecha del i- 
nicio de brotes de Leptospirosis, correspondientes a dos tambos 
del partido de Carmen de Areco. La recolección fue efectuada du
rante el período 1983 - 1984.

Todos los tambos pertenecen a la provincia de Buenos Aires, e£ 
tando repartidos de la siguiente manera;partido de Cnel.Brandsen;l; 
Partido de Carmen de Areco;7;Partido de Navarro:5;Partido de Luján;2.

Recolección:Las ubres fueron lavadas cuidadosamente yj secadas 
con toalla de papel o papel higiénico esterilizados.

Luego se desinfectó el orificio del pezón con algodón embebido 
en alc&hol 70°, teniendo la precaución de que éste no quede gotean 
do del mismo.

Se eliminaron los primeros chorros de leche (31). Las muestras
I 

se colectaron entonces en tubos estériles con tacón de goma, de।
10 mi de capacidad. En la recolección el tubo se coloca lo más 
horizontal posible procediendo al llenado del mismo.

Inmediatamente fueron refrigeradas o congeladas en hielo seco 
según posibilidad de arribo al laboratorio.

Luego de la siembra en los medios de cultivo y la inoculación 
al animal de laboratorio se controló el pH de las leches' en for
ma sistemática.

Parte de las muestras fueron obtenidas de diversos estableci
mientos rurales por gentileza de Profesionales del Departamento 
de Patología Animal del CICV del INTA Castelar. El resto‘ de las 
mismas fueron recolectadas en forma personal, controlando el es 
tado sanitario de los animales.
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2.1.2. Prueba Californiana para Mastitis C.M.T.:
El reactivo fue preparado en el Laboratorio de mastitis del 

INTA, compuesto por un detergente aniónico y un indicador de pH.
En la lectura de esta prueba se siguió el siguiente criterio: 

Negativo o Trazas:Negativo; valor 1+ y 2+:mastitis subclínicas; 
valor 3+: mastitis clínica. (°)

2.1.3» Medios de Cultivo:
Se utilizaron en este trabajo los medios de Stuart y Korthof, 

ambos líquidos y el semisdlido de Fletcher que fueron preparados 
de acuerdo a la metodología aplicada por el Laboratorio de Lep

tospiras del INTA Castelar (24)*
Se prepard asimismo el medio Ellinghausen (37,38) modificado 

por Johnson y Harris (72), sdlido y semisdlido enriqueciéndolo 
por la adicidn de suero de conejo a una concentracidn final del 
8% (39,40).
Composicidn de los medios de cultivo:
a)Medio líquido de Stuart: Se utilizo el Stuart Medium Base (Dif 
co,Detroit,Michigan.USA), el que se prepara rehidrantando 3,4 g 
en 1000 mi de agua destilada. Luego se controla el pH a 7,6 y se 
esteriliza por autoclave por 15 min a 121°C.

Se deja enfriar y se le adiciona un pool de suero normal esté 
ril y levemente hemolizado de conejos clínicamente sanosi a una 
concentracidn final del 10%. Todos los conejos se testaron pre
viamente por aglutinacidn microscópica de sus sueros, utilizán
dose sdlo los que tuvieron serología negativa.

Composicidn del STUART MEDIUM BASE (Difeo)
Bacto Asparagina 0,132 g
Cloruro de amonio 0,268 g
Cloruro de magnesio•6H2O 0,406 g
Cloruro de sodio 1,808 g
Fosfato disódico 0,087 g
Bacto-Rojo fenol 0,01 g

b)Medio semisdlido de Fletcher: Se utilizd el Fletcher Medium Ba 
se (Difeo),preparado por rehidratación de 2,5 g en 1000 inl de a- 
gua destilada, se autoclava a 121°C por 15 min, se deja enfriar y 
se agrega suero de conejo de las mismas características que para 

¡
el medio Stuart y se inactiva a 56°C tres veces durante 30 min^

(°)Criterio utilizado en el Laboratorio de Mastitis,Patología A- 
nimal.INTA Castelar.
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cada vez con intervalo de varias horas o de un día para el otro. 
El pH final del medio se lleva a 7,9 de acuerdo a la recomenda

ción del fabricante (29) •
Composición del FLETCHER MEDIUM BASE (Difeo)
Peptona 0,3 g
Extracto de carne 0,2 g
Cloruro de sodio 0,5 g
Agar 1,5 g

Se agregan las drogas al agua destilada en ebullición, se con 
trola el pH y se filtra por papel de filtro; se esteriliza al día 
siguiente por autoclave a 1 atmósfera por 30 min (24)* Se deja en 
friar y se agrega suero de conejo al 8% (concentración final) y 
vitamina B 12 0,001 g. Se lleva a baño-maría a 56°C por 30 min 2 
o 3 veces con intervalo de varias horas a un día.

d)Medio Ellinghausen modificado: Se utilizó el medio Ellinghausen 

(37,38) modificado por Johnson y Harris (72) en 1967* Soluciones 
stock separadas de los siguientes productos químicos se ¡realizan 
en 100 mi de agua destilada

Zn SO4.7H2O 0,4 g
Ca Cl2.2H2O 1,0 g

C12 Mg.6H2O 1,0 g
Fe S04.7H20 0,5 g
Cu SO4.5H2O 0,3 g
Tween 80 10 ml

Preparación del medio Basal: Se utilizó el Leptospira Medium Ba
I

se EMJH de Difco Lab (Detroit,Michigan USA) deshidratado. Para
rehidratar el medio se procede a disolver 2,3 g en 900 ml de agua 

i
destilada. Se esteriliza por autoclave por 15 minutos a ¡121 °C.

I

Este medio se preparó en dos formas a saber: semisólido 0,25% y 

c)Medio líquido de Korthof: Este medio está compuesto de la si

guiente manera
Peptona Difeo 0,800 g
Cloruro de sodio 1,400 g
CO3 HNa 0,020 g
Cl2 Ca 0,040 g
PO4 H2K 0,180 g
PO4 HNa2 0,960 g
ácido nicotínico 0,001 g
agua destilada 1000 mi
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sólido 1%, usando agar noble (Difco)*
Composición del LEPTOSPIRA MEDIUM BASE EMJH (Difpo)
Fosfato de sodio dibásico 1,0 g
Fosfato monobásico de potasio 0,3 g
Cloruro de sodio 1,0 g
Cloruro de amonio 0,25 g
Tiamina 0,005 g

Se ajusta el pH a 7>4
Preparación del suplemento de albúmina: Se preparó el suplemen?- 
to con la adición de 20g de albúmina bovina Fracción V .(Sigma 
Chemical Company,St.Louis, USA) en 100ml de agua destilada. Se 
adicionan la siguiente cantidad en mililitros de solución stock 
lentamente sobre la solución de albúmina

Cl2 Ca 2,0 mi
Cl2 Mg 2,0 mi
SO. Zn 2,0 mi4 
SO. Cu 0,2 mi4 
SOFe 20,0 mi
Vitamina B12 2,0 mi
Tween 80 25 mi

Se lleva a un volumen final de 200 mi y se ajusta el pH a 7>4* 
Se esteriliza por filtración.

El medio albúmina completo se prepara por adición de 1 volumen 
de suplemento albúmina a 9 volúmenes de medio basal. Se agrega 
suero de conejo estéril, inactivado previamente 40 min a 56° C 
a una concentración final del 8% (39i40).

e)Inhibidor de contaminación bacteriana: Paralelamente se suple
I —

mentaron los medios de Korthof y Ellinghausen modificado semisó 

lido con 5-Fluorouracilo (Fluoracilo,Lab.Roche),inhibidor éste 
de la contaminación bacteriana secundaria (70^136)t el 'que se a 
gregó luego de la adición de suero de cone jo,en forma estéril.

i
En este caso se modificó la técnica de preparación del medio de 
Korthof, inactivando el suero de conejo previamente y en forma 
separada del medio de cultivo ya que el 5-Fluorouracilo[ no resis 

te calentamientos superiores a 35° C (109).
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Todos los medios fueron llevados a estufa a fin de realizar 
control de esterilidad y se almacenaron refrigerados. Antes de 
la siembra, fueron dejados 2 horas a temperatura ambiente o co
locados en estufa por 30 minutos.

2.1 *4.Metodología de siembra:
Una vez arribadas las leches al laboratorio se procedid a la 

siembra en los distintos medios de cultivo. Para ello se utili- 
zd pipeta Pasteur colocando una gota de leche en cada tubo. En 
una parte de las leches se procedid a diluirlas aproximadamente 
1/1000 en medio líquido de Stuart o Korthof y sembrarlas luego 
en medio Ellinghausen semisdlido.

Para la siembra en medio sdlido en placa, se usaron cajas de 
petri de 100 mm de diaiñetro, las que fueron sembradas con ansa 
y llevadas a incubacidn por 60 días a 28° C aumentando el tenor 
de humedad ambiente por adicidn de algoddn humedecido en agua a 
efectos de evitar el resecamiento del agar.

El tiempo y temperatura de incubacidn del resto de los medios 
fueron los mismo que para el Ellinghausen sdlido en placa.

2.1.5. Animales de experimentacidn:
Dada la dificultad que presentan algunas serovariedades de 

Leptospiras para su aislamiento, hemos considerado importante la 
incorporacidn de animales de laboratorio a fin de ampliar las p£ 
sibilidades de éxito. Por lo tanto se utilizaron cobayos jdvenes 
(Cavia porcellus) de 200 g de peso y hamsters jdvenes (Mesocris^ 

tus auratus) de 30 a 40 g de peso. Previa inoculacidn se verify 
cd la temperatura corporal por vía rectal, descartándose aque
llos que presentaron un estado febril.

2.1.6. Metodología de inoculacidn:

Los animales de experimentacidn fueron inoculados por vía In 
tra-peritoneal, según las técnicas rutinarias de aislamiento de 
acuerdo a Cacchione 1962 (24).

Para ello se procedid a mezclar leche de vacas diluyéndolas 
en PBS (Solucidn salina de Buffer Fosfato) y aplicando 2 mi por 
animal.
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Composición de Is Solución Salina de Buffer Fosfato (PBS)

Solución madre:
• Nao HPO.2 4

oo Na H PO..H 0 H

10,96 g en 154,4 ml de agua destil.

3,15 g en 45,6 ml de agua destil»

Solución de trabajo: Mezclar 40 ml de la solución madre
con 100 mi de solución 0,85% de NaCl 
en agua destilada y diluir todo a 1 
litro con agua destilada»

2)Los días 5, 6 y 7 post-inoculación se procedió a la toma de tem 
peratura de los cobayos y hamsters a efectos de seguir curva tér 
mica» Tosdos los animales fueron sangrados los días mencionados 
(presentaran o no hipertermia)por punción cardíaca, realizándose 
hemocultivos en los siguientes medios: Fletcher, Korthof, Stuart 
y Ellinghausen modificado semisólido (sin agregado de inhibidores 
de contaminación)»

Para realizar la punción cardíaca de los hamsters fue necesa 
rio realizarlo bajo los efectos de la anestesia inducida por e- 
ter. A este fin se colocó un trozo de algodón embebido en elI 
nestésico mencionado, dentro de un frasco grande con tapa a ro£ 
ca. El hamster se toma de su caja con una pinza anatómica y se 
lo introduce en el frasco donde se deja hasta que los primeros 
efectos anestésicos se hacen sentir; es importante retirarlos in 
mediatamente ya que se producen muchas muertes debido a sobred£ 
sis. Una vez anestesiado se lo retira se realiza la punción car 
díaca siguiendo las técnica habituales» 
3)Entre los 15 y 20 días po st-inoculo, se realizó extracción de 
sangre por punción cardíaca a efectos de valorar la aparición de 
anticuerpos, procesándose los sueros por la técnica de aglutina 
ción microscópica, descripta más abajo.

4)Siete días después, los animales fueron sacrificados y necrojo 
siados a fin de verificar posibles lesiones anátomo patológicas 
macroscópicas. En forma estéril se extrajeron pequeñas porcio
nes de órganos con pipeta pasteur a saber: hígado,bazo,riñón;sem 
brándose en los medios de cultivo mencionados en el punto 2. 
5)Un macerado de estos órganos se inoculó nuevamente a otro ani- 

0Carlo Erba

0 °Mallinckrodt 
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mal de laboratorio repitiendo la operación hasta el punto 4«

2.1.7. Prueba de Aglutinación Microscópica:
Se efectúa esta técnica a efectos de valorar los títulos esp£ 

cíficos antileptospiras presentes en suero sanguíneo, líquido c£ 
falo raquídeo, orina o suero de leche, de animales u hombre» Es
ta técnica es altamente específica y se realiza de la siguiente 

manera:
Son necesarios cultivos vivos de Leptospiras clonados, de ac- 

8 tivo crecimiento, con una densidad aproximada de 2 x 10^ Leptos
piras por mililitro para ser utilizados como antígenos; corres
pondientes a los serogrupos mencionados abajo y utilizándose las 

siguientes cepas: 
SEROGRUPO SEROVARIEDAD
Australis bratislava,Je£ Bratislava
Autumnalis autumnalis,Akiyami A
Ballum ballum,Castellon 3
Canicola canicola,Hond ütrech IV
Cyno pt eri but embo,But embo
Grippotyphosa grippotyphosa,Moskva V

Hebdomadis wolffi,3705
loterohaemorrhagiae icterohaemorrhagiae,Copenhagen! M-20
Pomona pomona,Marcos Juárez
Pyrogenes pyrogenes,Salinen
Tarassovi tarassovi,Perepilicin

Se realizan diluciones del suero comenzando según la especie: 
1/25 en cobayos y hamsters y 1/200 en bovinos, con solución saLi 
na de Buffer Fosfato (PBS) pH 7>2 

Cantidades iguales de antígeno y suero diluido son mezcladas 
e incubadas 1 1/2 a 4 horas a 30° C. Las mezclas de suero y anti 
genos son luego examinadas por microscopía en campo oscuro para 
visualizar aglutinación.

En caso de sueros positivos, los mismo se continúan diluyen
do en factor 2 hasta valorar el punto final de aglutinación. Es 
te es tomado como la dilución de‘ suero que muestre 50% de agluti 
nación dejando 50% de células libres comparado con un cultivo con 
trol diluido 1/2 en PBS (68).
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2.1.8. Detección. de Anticuerpos en suero de Leche:
Se procedió con todas las leches procesadas a extraer el sue

ro, realizándose la prueba de aglutinación microscópica* a efec
tos de determinar los títulos específicos antileptospiras secre
tados por la glándula mamaria.

Para extraer el suero se colocó en cada tubo 1 o 2 gotas de 
cuajo líquido bovino comercial(+),se deja a temperatura ambiente 
una a dos horas y se centrifuga a 2000 rpm por 15 minutos; luego 
se extrae con pipeta Pasteur el suero cuidando de no pipetear la 
capa de grasa que queda sobrenadando.

Se partió de diluciones iniciales del suero de leche de 1/10 
realizadas en PBS, enfrentándose con los serogrupos mencionados 
en el punto 2.3.7* Paralelamente se realizó un control rutina
rio de aglutinación. Las diluciones se continuaron en base 2 a 
saber: 1/20, 1/40, 1/80, 1/100, 1/120, 1/140, 1/160, 1/180 y 1/ 
200.

2.1.9. Prueba de Aglutinación Microscópica en suero Sanguíneo:
En todos los casos en que nos fue posible, se extrajeron mue£ 

tras pareadas de sangre y leche de un mismo animal; las mismas 
totalizaron 61.

La sangre fue extraída de la vena coccígea media inmediateu- 
mente después de la recolección de leche y en el mismo brete de 

ordeño. El suero sanguíneo fue procesado siguiendo la técnica de 

aglutinación microscópica descripta en 2.3.7. partiendo de dilu
ciones 1/200. Siempre que en las leches aparecieron serovarieda- 
des no encontradas a esta dilución en la muestra correspondiente 
en sangre, se procedió a realizar diluciones más bajas empleando 
las mismas que para suero lácteo.

(+)Lab.CHE.Hansen,Quilmes,Argentina.
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2.2. RESULTADOS:
A)Se analizaron un total de 212 muestras de leche, todos los 

intentos con las mismas para lograr aislamientos de Leptospiras 
fueron negativos, no observándose cultivos sospechosos..Los ani
males de experimentación (cobayo y hamster) no evidenciaron sig 
nos de enfermedad ni elevación de la temperatura corporal; los 
hemocultivos procedentes de los mismos fueron negativos* En las ¡ 
necropsias no se visualizaron lesiones macroscópicas que hicie
ran sospechar la presencia de Leptospiras, y la serologia prac
ticada en estos animales no mostró presencia de anticuerpos.

Con los cultivos de leche en medio sólido en placa no se lo
gró en ningún caso finalizar la incubación de 60 días. Al prepa 
rarse éstos sin inhibidores de contaminación, implicó que a las 
pocas semanas las placas estuvieran prácticamente cubiertas con 
contaminantes; los hongos en ciertas ocasiones cubrieron rápida 
mente las mismas.

En los medios Korthof y Ellinghausen semisólido en que agre
gó el inhibidor de contaminación 5-Fluorouracilo, éste éumplió 
su acción en forma efectiva, pudiéndose llevar las experiencias 
hasta el término de 60 días.

En los medios Stuart y Fletcher en que éste no fue agregado, 
similarmente a lo ocurrido en el medio en placa, la contamina
ción fue muy alta, lo que obligó a descartar los tubos antes de 
cumplirse el lapso previsto.

B)E1 las 212 muestras de leche se realizó la prueba de aglu- 
l 

tinación microscópica: 77 (36,3%) fueron negativas y 135 (63,6%) 
positivas, habiéndose considerado el valor de dilución de 1/10 
como positivo (Gráf.l)t De las positivas 58 (43%) poseían co-a 

glutininas; de éstas 14 (24%) fueron a más de 3 serovariedades.
La distribución de frecuencias de las distintas serovarieda

des encontradas está representada en los gráficos 2 y 3* Ningún 
animal mostró positividad a la serovar canicola tanto en sangre 
como en leche por lo que no se la incluye en tablas ni ¿ráficos.

En muy pocas ocasiones se encontraron valores que superaron 
la dilución 1/100, llegando un sólo animal a títulos de 1/200. 
Los valores se centraron en la dilución 1/10 (gráf.4); la distri 

+En gráficos y tablas los nombres de las serovariedades han sido 
abreviados con las 3 o 4 primeras letras de los mismos.
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bución por serogrupo está representada en la tabla 1; la mayor 
frecuencia correspondió a L.wolffi, seguida de pomona ytarasso 
vi, la diferencia a favor de la primer serovariedad es de alta 
significación estadística (prueba de Chi cuadrado).

Con referencia a los distintos grados de mastitis, las mismas 
fueron clasificadas como normal, subclínica y clínica aguda? las 
cuales representaron el 20, 53 y 27% respectivamente del total 
de muestras. El mayor porcentaje de suero lácteo positivo corre£ 
pondió a las mastitis clínicas (38%), luego la subclínica (36,6%) 
y los menores en leche normal (34,4%), sin embargo estas diferen 

i.
cias muestran no ser importantes. La tabla 2 y el gráfico 5 re-

I 

presentan la distribución por títulos de los distintos tipos de 
mastitis.

Los valores de anticuerpos antileptospiras encontrados en sb 
ro sanguíneo correspondientes a 61 muestras, representaron un 
96,8% de positividad, siendo las serovariedades pomona, wolffi 
y tarassovi las de mayor incidencia. El gráfico 6 representa la 
frecuencia de las distintas serovariedades, indicando asimismo 
el porcentaje correspondiente a cada una de ellas.

La mayor frecuencia de positividad se centro en la dilución 
1/200 (tabla 3)* Se tiene en cuenta que la misma es considerada 
como valor inicial positivo. El gráfico 7 indica la distribución 
de títulos y frecuencia encontrada en tres serovar.

También a efectos de comparar los valores encontrados en sue
ro sanguíneo y lácteo se procedió en 61 o nortunidades a'extraer 
en forma pareada las muestras. La tabla 4 brinda un panorama de 
la relación existente entre ambos con referencia a la serovar 
homóloga.

A partir de los datos obtenidos, se realizó una prueba de aso 
ciación para verificar la independencia entre las muestras.

1
En las 61 muestras de leche 22 (36%) fueron negativas y 39 

(64%) fueron positivas.

Positivas Negativas total
Leche 39 22 61
Sangre 59 2 61
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No se pudo sostener la hipótesis de independencia respecto de 
la positividad de las muestras según se trataran de leche o san
gre, por lo que no podemos asegurar que la mayor positividad en 
sangre y la menor positividad en leche se deba al azar del mues- 
treo (Prueba de Chi cuadrado:0,001)•

Se realizó el mismo procedimiento estadístico a efectos de 
comparar los sueros positivos en sangre y en leche con respecto 
a la serovariedad homóloga (woIffi,pomona y tarassovi). La mayor 
positividad, en suero sanguíneo es estadísticamente significativa 
y por lo tanto no corresponden al azar tanto para wolffi (Chi 
cuadrado :0,01) como para pomona (Chi cuadrado:0,001); no¡ sucedió 

lo mismo con la serovar tarassovi (Chi cuadrado:0,5 a 0,10).
Por otro lado cuando se relativiza cada serovariedad con la 

totalidad de positivos de cada muestra se observa un cornportamien 
to escencialmente similar (Graf.11).

La tabla 8 y el gráfico 8 indican la presencia a las 'distintas 
serovariedades observadas en 61 muestras de leche correspondien
te a las procesadas en forma pareada con suero aanguíneo.

Las tablas 5, 6 y 7 muestran en las tres principales serova
riedades la comparación entre los valores de leche y sangre; ob
servándose valores tan altos como 1/3200 a 1/6400 en suero san
guíneo siendo negativos en suero lácteo. A la inversa en la se
rovariedad wolffi, y en menor medida en pomona y tarassovi, se 
visualiza positividad en suero lácteo, mientras que en sangre co 
rresponde con valores negativos.

Los gráficos 8, 9 y 10 muestran una visión generalizada en po 
sitividad, serovariedad y títulos encontrados en 61 muestras de 
suero sanguíneo (8), 61 de suero lácteo correspondiente a la to
ma pareada (9) y 212 muestras de leche (10); en donde se puede 
observar la curva de puntos máximos por títulos y serovariedad 
presente en cada tino de muestras.

2.3. DISCUSION:

En el presente trabajo, las vacas fueron elegidas de rodeos 
i.

en los cuales en la mayoría de los casos no existía sospecha de 
Leptospirosis ni antecedentes de vacunación. Sólo en 2 de ellos 
se presentaron abortos de origen desconocido al final dó la ges 
tación, siendo considerados como sospechosos.



43—

El intento de aislamiento con resultados negativos realizado 
en 212 bovinos distribuidos entre 15 rodeos, indicaría que la 
incidencia de la mastitis a Leptospiras no sería tan alta como 
podría suponerse. Una posibilidad de la falta de aislamiento se
ría debido a la presencia de anticuerpos en un 63% de los casos, 
que es lógico suponer que actuarían como inhibidores de estos mi 

croorganismos (129)*
Se realizó una anamnesis exaustiva con los propietarios o en 

cargados de los establecimientos a los fines de constatar si hu 
bo o había caída brusca de producción de leche en animales aisla 
dos o en grupo, como así también alteraciones de la leche como 
ser presencia de sangre o grumos asociado a falta de signos de 
inflamación de la glándula; obteniéndose en casi todas éstas en
cuestas resultados negativos. Hicimos también incapié eh el co
nocimiento de animales tratados con antibióticos, tanto por vía 
sistémica como intramamaria, a efectos de no extraer material de 
los mismos.

A pesar de haber seguido la metodología de aislamiento emplea*' 
da por otros autores, encontramos un alto desarrollo bacteriano 
secundario. Es de suponer que esta flora asociada correspondería 
a los microorganismos productores de mastitis, los cualés serían 
sensiblemente menores en casos de etiología leptospirósica. Sin 
embargo con los procedimientos culturales empleados en este tra
bajo, se comprobaría que el agregado de un inhibidor de la flora 
bacteriana asociada, es estrictamente necesario cuando se traba
ja con muestras de leche. En este caso se utilizó el 5-Fluoroura 
cilo dando un resultado exitoso.

Idealmente se debió realizar una dilución seriada de 'todas las 
muestras procesadas tal como lo recomienda Thiermann (129) hecho 
que sólo se pudooconcretar con una parte de las mismas por care
cer de una adecuada cantidad de medios de cultivo.

Con referencia al suero lácteo, se partió de diluciones de 1/10. 
Los títulos encontrados no concuerdan con los hallados por van der 
Hoeden (1955); ya que en ningún caso encontramos títulos' superior 
res a 1/200, a diferencia de este autor en donde los valores en 
sangre de 1/2000 corresponderían a 1/512 en suero lácteo!.

Morse et al no.' encontraron anticuerpos en leche cuando los tí
i ~

tulos sanguíneos eran de 1/10 a 1/100; mientras que en este tra
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bajo a estos "títulos correspondieron en leche a 1/20, si bien 
la frecuencia analizada a esta dilución ha sido baja.

Existen coincidencias en los valores dados por Cabrey y col 
(1961) quien encontró sueros negativos y leche positiva has'ta 
valores incluso tan altos como 1/80. Por otro lado no coinciden 
en los títulos mayores ya que cuando en sangre eran de 1/1000 en 
contraron valores de hasta 1/640 en leche; mientras que nosotros 
hallamos que la dilución 1/1600.en sangre, en leche no superaron 

títulos de 1/80.
Nuestros datos coinciden con los hallados por Hussaini en 1976, 

sin emabrgo disentimos en considerar que no existen diferencies no_ 
torias entre las distintas distribuciones de anticuerpos.

Ellis y Michna en 1977, sostienen que los anticuerpos en le
che estuvieron presentes por 32 días, mientras que Fenestad y 
Borg-Petersen no encuentran anticuerpos 26 días post-parto. En 

i 
cambio Morse en 1952 manifiesta que éstos persisten por 4 meses. 
Si bien no se han constatado la persistencia de los mismos, al 
trabajar con 15 rodeos diferentes y con distintos animales, es de 
suponer que se abarcaron períodos diversos post-contacto con Dejo 
tospiras, por lo que coincidiría con los trabajos de este últi
mo autor indicando que la persistencia de los mismos es de lar 
ga duración. Habría que realizar futuros estudios tendientes a 
determinar la persistencia de los mismos mediante reproducción 
experimental de este síndrome.

De los análisis estadísticos realizados, se observa 1U falta 
de asociación de positividad en suero de leche y sangre, por lo 
que la prueba de aglutinación microscópica en suero lácteo no 
sería apta para valorar el índice de infección que presenta el 
ganado. Sin embargo, es importante recalcar la coincidencia de 
distribución relativa del total de positivos de cada muestra 
(suero de leche y sangre).

El haber encontrado animales positivos en leche y negativos 
en sangre (tablas 4, 5, 6 y 7), nos podría estar indicando tal 
como lo afirman ciertos autores (Derbishire,1962; Galan,1984+) 
que la glándula mamaria es una fuente de producción de anti
cuerpos locales cobrando en este caso importancia la Ig X, ha^ 

+Galan,J.;Cornell University, Ithaca,N.Y.; U.S.A.,1984 (Com.Pers) 
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bitualmente considerada de poco valor en el bovino (131)^ pero 
que podría explicar esta aerología.

La incidencia seroldgica de las distintas serovariedades en 
contradas en 212 muestras de leche, concuerda con aquellas ha
lladas en suero sanguíneo de bovinos de nuestro país (27^28), 
hecho coincidente con los datos obtenidos a partir de las mue£ 
tras de leche y sangre tomadas en forma pareada.

Finalmente Oiertos autores afirman que el paso de anticuer
pos de la sangre al alvéolo en los cuattos mamarios mast^ticos 
se vería aumentado (11,144)> por el contrario nosotros no he
mos encontrado diferencias entre los distintos animales ¿ues- 
treados (normal, mastitis subclínica, mastitis clínica).
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2.4. CONCLUSIONES:
1)A1 no lograrse aislamientos, se podría concluir que la mas 

titis a leptospiras desempeñan un escaso papel dentro del rango 
de agentes etioldgicos productores de mastitis. Sin embargo, d£ 
bido al alto porcentaje de leches poseedoras de anticuerpos, son 
necesarios mayores estudios centrados en animales que sean sero. 
lógicamente negativos tanto en leche como en sangre y su segui

miento en el tiempo.
2)La prueba de aglutinación microscópica en leche no se corr£ 

laciona con los títulos en suero sanguíneo; diferencias.altamen
te significativas fueron encontradas también para las serovarie
dades wolffi y pomona consideradas aisladamente, no sucediendo 
lo mismo con la serovar tarassovi. No se tiene en claro las ra- t 
zones de ello, siendo necesarios futuros estudios a fin de ex
plicar estas diferencias.

3)Existe un comportamiento escencialmente similar cuando se 
relativiza cada serovariedad con la totalidad de positivos de 
cada muestra (sangre y leche). •

4)Habría que determinar por otro lado que tipo de Inmunoglo^ 
bulina es detectada en leche en el caso específico de Leptosp¿ 
rosis.

5)No existen diferencias importantes entre los distintos ti
pos de muestras de leche analizadas (normales,mastitis ¿ubclíni 
ca y clínica aguda) con referencia a la presencia de anticuer
pos antileptospiras.

6)E1 empleo del 5-Fluorouracilo es efectivo y necesario para 
inhibir la flora bacteriana asociada en las muestras de leche; 
se recomienda para futuros intentos el agregado del inhibidor 
nombrado.



Gráf. 1 jporcentaje de positividad en 212 
muestras de leche.

Gráf.2 :Porcentaje de positividad a las distintas 
serovariedades en 212 muestras de leche.

+ B<L:BALLUM
++GRIPPO:GRIPPOTYPHOSA



Gráf. 4:Anticuerpos antileptospiras encontrados en 212 
muestras de leche de bovinos pertenecientes a 
15 tambos*

Gráí.j sFrecuencia de las distintas serovar observada en 212 muestras 
de leche
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Gráf. 5: Relación entre los distintos grados de mastitis y 
la reacción de aglutinación microscópica en suero 
lácteo (Serovar homóloga) 
+ 212 nuestras



Tabla 3:Títulos y serovariedades encontrados en 61 muestras 
de suero sanguíneo*

1 1— i— 1 1 TOTAL
20 40 80 100 200 400 800 1600 3200 6400

WOLFFI * 1 3 18 5 4 3 5 3 42

POMONA — 1 * 12 4 15 12 4 2 52

TARAS SO VI — — «B 10 — 6 11 4
i

31

BALLUM — 3 * — «B — — 3

GRIPPO- 
TYPHOSA

— 1 • 2 19 2 3 — — i 27

BUTEMBO 1 «B» 11 • «■»' — • —■ 12

JOTEROHAE
MO RRMAGIAE 2 4* — — — ■» • 2

PYROGENES — 2 — — — — — — 2

BRATISLAVA — 4 «B — 4

AUTUMNALIS 1 2 — — — 3

TOTAL 3 7 2 5 76 13 28 26 13 5 178

Gráf.ó ¡Frecuencia observada en suero sanguíneo reaccionante a las 
distintas serovariedades ।

+E1 número superior de las barras corresponde al porcentaje 
de cada serovar con respecto al total de positivos



Gráf • 7 {Frecuencia de las principales serovariedades reaccionantes 
en referenda a sus títulos en 61 muestras de suero sanguí 
neo.

Tabla 4 ;Relación entre títulos en suero de leche y suero sanguíneo 
con referencia a la serovariedad homóloga en 61 nuestras de 
animales.

Sangre NEG 1
10

1
20

1
40

1 
80

1__  
100

1
200 400

1__  
800

1___  
1600 3200 6400

Leche
NEG — NI NI NI NI NI 57 9 14 7 4 3
1/10 8 — 3 4 1 1 11 1 5 9 3 —

1/20 4 — «M 2 — 2 5 2 3 2 6 —

1/40 2 * 1 1 ■V — 1 7 M —

1/80 3 w 2 — — 4 2 2
1/100 — — — M» «b 1 * — — — —

1/180 2 — * * MB 1 — — — — —

1/200 «o o» MB MB * * «w

NI:No investigado
Los títulos sanguíneos menores de l/200,fueron realizados 
únicamente cuando el suero lácteo correspondiente al mismo 
animal era positivo y en suero sanguíneo negativo al título 
nombrado.
(1/200 dilución inicial realizada en sangre)



Gráf.8 ;Frecuencia de las distintas serovariedades observada en 61 
muestras de leche,correspondiente a las procesadas en for
ma pareada con suero sanguíneo.
+E1 número superior de las barras corresponde al porcentaje 

de cada serovar con respecto al total de positivos

Tabla 8:Presencia de anticuerpos en 61 nuestras de leche9correspon
dientes a las procesadas en forma pareada con suero sanguí
neo.

Títulos 1
10

1
20

1 
40

1
80

1__  
100

1
120

1__  
140

1
160"

1__  
180

1__  
200 Total

Serovar

WOLFFI 4 13 3 5 — a — «a a — 25
POMONA 11 7 7 2 — M» •a 2 — 29
TARASS 13 2 1 3 1 «a «a os a 20

BALBUM 2 — 1 a MB a* — — 3
GRIPPO 6 1 1 1 3 B» * — 12
BUTEMB 2 1 e» — «ae MB W» 3
ICTERO 3 a» W * a» a» — «a» 3
PYROGE 3 2 «B «a * — • — •« • 5
BRATIS 1 o» * * «• — «a — 1
AUTUMN 1 «B a* * — * «a — — a 1
Total 46 26 13 11 4 «a aa 2 «* 102



Sangre •Neg 1 
So

1 
100

1__  
200

1__ 1__
400 800

1___  
1600

1___  
3200

1___  
6400

Leche

Neg. 16 — — 14 3 3 1 1

1/10 — 1 2 — — — 1

1/20 2 — 2 1 2 3 4» 3 —

1/40 1 1 — — - 1 M» — —

1/80 2 9 1 — — — —

Tabla 6¡Relación entre los títulos de suero de leche y sangre 
con referencia a la serovariedad pomona (Pomona)

Sangre Neg 1
80

1__  
100

1 
200 400

1__  
800

1___  
1600

1___  
3200

1___  
6400

Leche

Neg. 10 — 7 4 9 2 — 2

1/10 — 1 — 4 1 2 2 1 —

1/20 — — — 1 — 1 2 3

1/40 — — — — 1 6 —

1/80 — — — — 2 — —

1/100 — — • — — — — w» —

1/180 2 a» «O * o» 9

Tabla 7¡Relación entre los títulos de suero de leche y sangre 
con referencia a la serovariedad tarassovi (Tarassovi).

Sangre Neg 1 
80

1__  
100

1
200

1__ 1__
400 800

1___  
1600

1___  
3200

1___  
6400

Leche

Neg. 31 — — 4 3 2 2 —

1/10 1 — — 2 1 6 2 *

1/20 — — — 2 — — — — —

1/40 — — — — • ■” 1 — —

1/80 — — — — 2 2 — —

1/100 a» 1 * * *

Tabla 5{Relación entre los títulos de suero de leche y sangre 
con referencia a la serovariedad wolffi (Hebdomadis)•



Gráf» ¡Representación de positividad,serovariedad y títulos 
encontrados en 61 sueros sanguíneos»

Gráf.9 {Representación de positividad,serovariedad y títulos 
encontrados en 61 muestras de leche correspondientes 
a las extraídas en forma pareada con sangre»



Gráf .10 :Representación de positividad,serovariedad y títulos 
encontrados en 212 muestras de leche.

Graf.ll. Relativizacio'n de cada serovariedad con la totali
dad de positivos de cada muestra.

Ref.zl.Wolffi;2.Pomona;3-Tarassovi;4.Ballum;5.Grippotyphosa;
6.Butembo;7»loterohaemorrhagiae;8.Pyrogenes;9.Bratisla
va; 10.Autumnalis.
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