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Comparacion de cuatro antige-
nos para la determinacion de
anticuerpos antileptospiras en
serologia por ensayo inmuno
enzimatico (ELISA) en leptospi-
rosis canina.
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RESUMEN. cepa utilizada para ELISA.

Introduccion. La Leptospirosis es una enfermedad®esultados.Los resultados de este estudio
gue frecuentemente pasa sub diagnosticada delndgestran que de 29 sueros analizados 10 (34%)
a la falta de una prueba de diagnéstico de fadieron resultados positivos. Todos los controles
realizacion. Dentro de las técnicas de laboratoriogsitivos dieron desarrollo evidente de color en los
las inmuno-enzimaticas, se encuentran entre lagmeillos, no variando su color los controles
mayor sensibilidad. El presente trabajo tiene poegativos. La correlacion con la técnica de MAT
objetivo el desarrollo de la técnica de ELISA, quieie de +0,80 (Ag sonicados) y +0,70 (Ag sin
permita la deteccion diagndstica de la Leptospirosenicar) segun los antigenos utilizados.

en forma rapida, sencillay econémica. Discusion.Esta técnica de rapida realizacion (150
Material y métodos.Se utilizaron como antigenominutos) podria ser adaptada a cualquier
(Ag) cultivos vivos dd_eptospira interrogansv. laboratorio y permitiria su uso como método de
icterohaemorrhagiaecon distintos tratamientos: diagnostico tamiz de Leptospirosis en cani(i®sv
cultivo total, sonicado, termo resistente (TR) y TBiomed 1999; 10:167-172)

sonicado. La prueba se realizé con 29 sueros

caninos sospechosos clinicamente de leptospiro§ialabras clave:Leptospirosis, caninos, ELISA.
diluido en PBS 1/8; utilizandose 3 controles

negativos y 3 controles positivos. Todos los sueros

fueron comparados con la técnica de Aglutinaci@lUMMARY.

Microscopica (MAT) utilizando como Ag la mismaComparison of four antigens in immuno
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enzymatic assay (ELISA) for specific antibody animales como en el hombre. A pesar que la téc-
determination in a serology of leptospirosis in nica de aglutinacion microscépica (MAT) es el
dogs. meétodo de referencia en el diagnostico serolégi-
Introduction. Leptospirosis is a disease thato, presenta varias desventajas como la necesi-
frequently turns out sub diagnosed due to the ladad de mantener cepas de leptospiras vivas por
an easily performed diagnostic test. Among thepique y personal altamente entrenado en su rea-
diagnostic techniques, the immuno enzymatic onksaciéon. Una gran variedad de métodos alternati-
are among those of greater sensibility. The aim wbs de diagndstico tales como fijacion de com-
this study is to develop the techniques of ELISAlemento, aglutinacion macroscopica, ensayo in-
that allow for the diagnostic detection ofmunoenzimético (ELISA), entre otros, han sido
Leptospirosis in a quick, simple and economic wagtesarrollados. Dentro de las técnicas de labora-
Material and methods. Live cultivation of torio, los ELISA, se encuentran entre las de ma-
Leptospira interrogansv icterohaemorrhagiae yor sensibilidad (2,3). Estas pruebas pueden ser
were used as antigen (Ag) with different treatmentealizadas usando una simple preparacion antigé-
total Ag, sonicated Ag, thermo resistant Ag (TRjica. Sin embargo un nimero importante de dife-
and sonicated TR Ag. The test was carried out oantes procedimientos han sido descritos para el
29 clinically suspicious canine sera of leptospirosidesarrollo del ELISA, asi como diferentes prepa-
diluted in PBS 1/8; using 3 negative and 3 positiv@ciones antigénicas, conjugados a distintas enzi-
controls. All sera were compared with Microscopimas y distintos sistemas de deteccion. Sin embar-
Agglutination Test (MAT) using as Ag the sameo la preparacion antigénica es el elemento fun-
strain used in ELISA. damental que podra hacer variar la sensibilidad y
Results.The results of this study show that out oéspecificidad de esta técnica.

29 analyzed sera 10 (34%) were positive. All the  Entre las distintas preparaciones antigénicas
positive control gave evident color developmenttilizadas se encuentran: a) suspension de
in the wells, with no change in the negatives ondeptospiras rotas por sonicacion; b) leptospiras
Correlation with the technique of MAT was +0.8@nteras pegadas a la placa mediante poly-L-lisinay
(sonicated TR) and +0.70 (TR) according to thglutaraldehido; c) extracto etandlico de leptospiras,
antigen used. y d)sobrenadante de un cultivo calentado de
Discussion.This quick technique (150 min) couldleptospiras (3).

be adapted to almost any laboratory and could be  En un estudio realizado por Terpstra y col.
used as a diagnostic screening method of cani@@ examinando sueros de pacientes humanos

leptospirosis. recientemente infectados por distintas serovares de

(Rev Biomed 1999; 10:167-172) leptospiras usando ELISA, observaron que los
sueros reaccionaban practicamente en forma

Key Words: Leptospirosis, dog, ELISA. idéntica entre la serovar infectante y otras

serovares, concluyendo que el ELISA, usando un
solo Ag, puede ser usado como prueba género
INTRODUCCION. especifica para el diagnéstico de la leptospirosis.
La Leptospirosis es una enfermedad Banfi y col. (5) evaluaron un ELISA en el
zoonatica, que es frecuentemente subdiagnosticadeal una cepa delL. interrogans serovar
debido, entre otras causas, a la falta de una pruett@rohaemorhagiae se pegdé a placas de
de diagnéstico de facil realizacion (1). poliestireno por evaporacion. Por otro lado
La serologia es todavia el método de diag-hapman y col. (6, 7) compararon el ELISA con
nostico mas importante en leptospirosis tanto émprueba de MAT usando Ag sonicado mientras
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que Adler y col. (8) utilizaron la cepa Winjbergebullicion durante 30 minutos. Adicionandole
sonicada, centrifugada y usando el sobrenadafdemol a una concentracién del 0,5 % (v/v). A este
como Ag, mientras que Terpstra (4) utilizd6 unantigeno se lo denominé ATR.

preparacion calentada de leptospiras.

No hemos encontrado referencia bibliogra-  Antigeno termo resistente sonicado
fica en donde ambos proceso se evaluaran en(AfRS): 250 mL de cultivo obtenido como en el
mismo Ag, por lo que se ha realizado en este ty@aso anterior (ATR) fueron sonicados en pequefios
bajo una comparacion entre los antigenos sonie@iimenes en un sonicador a potencia de 10 khz
dos y sin sonicar sometidos a calentamiento. en 2 periodos de 15 segundos.

Ademas el presente trabajo tiene como
objetivo el desarrollo de la técnica de ELISA, qu&écnica de ELISA:
permite la deteccion diagndstica de la Leptospirosis  Se realiz6 la técnica de ELISA sensibilizando
en forma réapida, sencilla y mas econémica quepéacas Nunc, con 100 ul del cultivo en cada pocillo.
prueba de MAT. La dilucién de corte y titulacion de uso de gamma

globulina marcada fue establecida en un ensayo
previo de acuerdo a la metodologia recomendada
MATERIALES Y METODOS. por Kurstak E. (10).
Antigenos: Se estudiaron 29 sueros caninos provenientes

Se utiliz6 una cepa de referencia internaciondé clinicas veterinarias privadas de la ciudad de La
delLeptospira interoganssv.icterohaemorrhagiae Plata, Berisso y Ensenada (Provincia de Buenos
Winjberg, desarrollada en medio EllinghauseAires) con signos clinicos de leptospirosis, los que
modificado por Jhonson y Harris (EMJH) en cultivéueron diluidos en PBS 1/8 utilizandose 3 controles
agitado a 28°C hasta consumo total de Tween 8@gativos y 3 controles positivos (sueros positivos
en 1 litro de medio de cultivo (9). Una vezor MAT a la dilucién 1/200) por cada policubeta
comprobado el desarrollo de leptospiras, el cultivdie ELISA.
fue procesado de la manera abajo indicada a los Los sueros fueron incubados 1 hora a 37°C.
efectos de producir finalmente los antigendsuego del lavado con PBS/Tween 20 se agregd
seguidos: a) antigeno total; b) antigeno totahtiinmunoglobulina G (IgG) canina marcada con
sonicado; ¢) antigeno termoresistente; d) antigeperoxidasa (Bethyl Laboratories, USA),
termoresistente sonicado. incubandose 1 hora a la misma temperatura. Luego

de un nuevo lavado se revelé la prueba cg), i

Antigeno total (AT): a un volumen de 250 OPD como reactivo de color, frenandose a los 15
mL de antigeno preparado en el paso anterior serim la reaccion con SE, 2N. La lectura se realizo
agreg6 formol a una concentracién del 0,5 % (&/ojo desnudo. Todos los sueros fueron comparados
v), denominandosele antigeno total. con la técnica de MAT utilizando como Ag la misma

cepa utilizada para ELISA (11).

Antigeno total sonicado (ATS)un volumen
de 250 mL de medio formolado como el pasBrueba de Aglutinacion Microscopica:
anterior (AT) fue sonicado en pequefios volumenes  Se realiz6 paralelamente la prueba de
en un sonicador a potencia de 10 khz en 2 periodggutinacion microscopica para leptospirosis
de 15 segundos. (técnica de referencia internacional) para evaluar

la correlacion de resultados entre los distintos

Antigeno termo resistente (ATR):250 mL antigenos y técnicas utilizados. La misma fue
del cultivo fueron calentados en bafio Maria r@alizada en policubetas segun Faine S. (9), que
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basicamente consiste en enfrentar diluciones ghasitivos. La correlacion con la técnica de MAT
suero con antigeno vivo de leptospiras. Luego flee de +0,70 con los Ag AT y ATR, y +0,80 con
incubar 1 hora a 28°C se observa la presenciaAleS y ATRS, que puede explicarse por la
grumos de aglutinacién en microscopia en fonduailizacion de un solo Ag en la prueba de MAT,
oscuro. Se consideraron reactivos aquellos suedaglo que el ELISA podria detectar infecciéon de
que aglutinaron 50% o0 mas leptospiras con respeotoas especies o0 serovares de Leptospiras (13).
a un control. Los estudios estadisticos fueron  Sibien la lectura espectrofotométrica podria
realizados mediante el programa EPI6 (12). ayudar a definir con mayor exactitud aquellos
sueros con tenue reaccion (10), escaparia a la
posibilidad pretendida del ELISA para uso en
RESULTADOS. laboratorios de baja complejidad por lo que se

Los resultados de este estudio muestran qdecidio la evaluacion del desarrollo del color sélo
de los distintos antigenos estudiados aquellos quejo desnudo.
fueron sonicados (ATS y ATRS) se comportaron  Es de destacar que un suero que fue anali-
mejor con los sueros controles. zado como primera y segunda muestra de un mis-

Por otro lado de los 29 sueros analizados b@o animal, fue positivo por ELISA en ambas,
(34%) mostraron desarrollo evidente de color pamientras que solo lo fue en la segunda muestra
lo que se los consideré como positivos. Todos lpsr MAT, esto permitiria un diagnostico tempra-
controles positivos dieron desarrollo evidente de y asi instaurar un tratamiento precoz. Esta téc-
color en los pocillos, no variando su color losica de rapida realizacién (5 horas) podria ser
controles negativos. adaptada a practicamente cualquier laboratorio y

El analisis de correlacién mostré para logermitiria su uso como método de diagndstico
antigenos ATS y ATRS un valor de +0,80 mientrdamiz de Leptospirosis en caninos. La evaluacién
que para los antigenos AT y ATR una correlacidie IgG por medio del ELISA podria estar deter-
de +0,70 con respecto a los valores obtenidos ppinando exclusivamente animales que no estén
MAT. en la etapa aguda de la enfermedad (14,15) por lo

gue nuevos ensayos utilizando los mismos anti-
genos deberian ser realizados evaluando otras
DISCUSION. inmunoglobulinas (16).

La eleccién de un antigeno para su uso en Los datos obtenidos en este estudio ponen
técnicas inmunoenzimaticas, es de fundamenti manifiesto que los Ag sonicados presentan me-
importancia ya que es el eslabon inicial para jar correlacion con la prueba de MAT que los no
especificidad y sensibilidad de la técnica. El uso denicados. El uso de Ag sonicado con tratamiento
distintos antigenos ha sido probado por diferent&smico no parece brindar mejores resultados que
autores con resultados diversos, evidenciandoelbAg sonicado soélo; presumiblemente la disrup-
mayoria de ellos un buen nivel de correlacion pacan de las leptospiras y la exposicion por ende de
la deteccién de la enfermedad en casos clinicosAg mas profundos seria mas importante que la ex-

L. interrogans sv. icterohaemorrhagiae posicion de Ag termoresistentes. Por otro lado
preparada como antigeno total (AT) ha probagmdria inferirse que el Ag termoresistente podria
en estudios realizados en humanos, ser util parset semejante a los Ag profundos expuestos me-
diagnadstico de la leptospirosis producidas por otrdmnte el método de sonicacion. Otros estudios han
especies y serovares de Leptospiras (13). Lesipleado la sonicacién como método de prepara-
resultados de nuestro estudio muestran que decik®h del antigeno pero ninguno de ellos ha emplea-
sueros analizados, 10 (34%) dieron resultadde el antigeno ATR como base de la sonicacion
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