
167

Vol. 10/No. 3/Julio-Septiembre, 1999

Comparación de cuatro antíge-
nos para la determinación de
anticuerpos antileptospiras en
serología por ensayo inmuno
enzimático (ELISA) en leptospi-
rosis canina.

cepa utilizada para ELISA.
Resultados. Los resultados de este estudio
muestran que de 29 sueros analizados 10 (34%)
dieron resultados positivos. Todos los controles
positivos dieron desarrollo evidente de color en los
pocillos, no variando su color los controles
negativos. La correlación con la técnica de MAT
fue de +0,80 (Ag sonicados) y +0,70 (Ag sin
sonicar) según los antígenos utilizados.
Discusión. Esta técnica de rápida realización (150
minutos) podría ser adaptada a cualquier
laboratorio y permitiría su uso como método de
diagnóstico tamiz de Leptospirosis en caninos. (Rev
Biomed 1999; 10:167-172)
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SUMMARY.
Comparison of four antigens in immuno
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RESUMEN.
Introducción. La Leptospirosis es una enfermedad,
que frecuentemente pasa sub diagnosticada debido
a la falta de una prueba de diagnóstico de fácil
realización. Dentro de las técnicas de laboratorio,
las inmuno-enzimáticas, se encuentran entre las de
mayor sensibilidad. El presente trabajo tiene por
objetivo el desarrollo de la técnica de ELISA, que
permita la detección diagnóstica de la Leptospirosis
en forma rápida, sencilla y económica.
Material y métodos. Se utilizaron como antígeno
(Ag) cultivos vivos de Leptospira interrogans sv.
icterohaemorrhagiae con distintos tratamientos:
cultivo total, sonicado, termo resistente (TR) y TR
sonicado. La prueba se realizó con 29 sueros
caninos sospechosos clínicamente de leptospirosis,
diluido en PBS 1/8; utilizándose 3 controles
negativos y 3 controles positivos. Todos los sueros
fueron comparados con la técnica de Aglutinación
Microscópica (MAT) utilizando como Ag la misma
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enzymatic assay (ELISA) for specific antibody
determination in a serology of leptospirosis in
dogs.
Introduction. Leptospirosis is a disease that
frequently turns out sub diagnosed due to the lack
an easily performed diagnostic test. Among the
diagnostic techniques, the immuno enzymatic ones
are among those of greater sensibility. The aim of
this study is to develop the techniques of ELISA
that allow for the diagnostic detection of
Leptospirosis in a quick, simple and economic way.
Material and methods. Live cultivation of
Leptospira interrogans sv icterohaemorrhagiae
were used as antigen (Ag) with different treatment:
total Ag, sonicated Ag, thermo resistant Ag (TR)
and sonicated TR Ag. The test was carried out on
29 clinically suspicious canine sera of leptospirosis,
diluted in PBS 1/8; using 3 negative and 3 positive
controls. All sera were compared with Microscopic
Agglutination Test (MAT) using as Ag the same
strain used in ELISA.
Results. The results of this study show that out of
29 analyzed sera 10 (34%) were positive. All the
positive control gave evident color development
in the wells, with no change in the negatives ones.
Correlation with the technique of MAT was +0.80
(sonicated TR) and +0.70 (TR) according to the
antigen used.
Discussion. This quick technique (150 min) could
be adapted to almost any laboratory and could be
used as a diagnostic screening method of canine
leptospirosis.
(Rev Biomed 1999; 10:167-172)
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INTRODUCCIÓN.
La Leptospirosis es una enfermedad

zoonótica, que es frecuentemente subdiagnosticada
debido, entre otras causas, a la falta de una prueba
de diagnóstico de fácil realización (1).

La serología es todavía el método de diag-
nóstico más importante en leptospirosis tanto en

animales como en el hombre. A pesar que la téc-
nica de aglutinación microscópica (MAT) es el
método de referencia en el diagnóstico serológi-
co, presenta varias desventajas como la necesi-
dad de mantener cepas de leptospiras vivas por
repique y personal altamente entrenado en su rea-
lización. Una gran variedad de métodos alternati-
vos de diagnóstico tales como fijación de com-
plemento, aglutinación macroscópica, ensayo in-
munoenzimático (ELISA), entre otros, han sido
desarrollados. Dentro de las técnicas de labora-
torio, los ELISA, se encuentran entre las de ma-
yor sensibilidad (2,3). Estas pruebas pueden ser
realizadas usando una simple preparación antigé-
nica. Sin embargo un número importante de dife-
rentes procedimientos han sido descritos para el
desarrollo del ELISA, así como diferentes prepa-
raciones antigénicas, conjugados a distintas enzi-
mas y distintos sistemas de detección. Sin embar-
go la preparación antigénica es el elemento fun-
damental que podrá hacer variar la sensibilidad y
especificidad de esta técnica.

Entre las distintas preparaciones antigénicas
utilizadas se encuentran: a) suspensión de
leptospiras rotas por sonicación; b) leptospiras
enteras pegadas a la placa mediante poly-L-lisina y
glutaraldehído; c) extracto etanólico de leptospiras,
y d)sobrenadante de un cultivo calentado de
leptospiras (3).

En un estudio realizado por Terpstra y col.
(4) examinando sueros de pacientes humanos
recientemente infectados por distintas serovares de
leptospiras usando ELISA, observaron que los
sueros reaccionaban prácticamente en forma
idéntica entre la serovar infectante y otras
serovares, concluyendo que el ELISA, usando un
solo Ag, puede ser usado como prueba género
específica para el diagnóstico de la leptospirosis.

Banfi y col. (5) evaluaron un ELISA en el
cual una cepa de L. interrogans serovar
icterohaemorrhagiae se pegó a placas de
poliestireno por evaporación. Por otro lado
Chapman y col. (6, 7) compararon el ELISA con
la prueba de MAT usando Ag sonicado mientras
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que Adler y col. (8) utilizaron la cepa Winjberg
sonicada, centrifugada y usando el sobrenadante
como Ag, mientras que Terpstra (4) utilizó una
preparación calentada de leptospiras.

No hemos encontrado referencia bibliográ-
fica en donde ambos proceso se evaluaran en un
mismo Ag, por lo que se ha realizado en este tra-
bajo una comparación entre los antígenos sonica-
dos y sin sonicar sometidos a calentamiento.

Además el presente trabajo tiene como
objetivo el desarrollo de la técnica de ELISA, que
permite la detección diagnóstica de la Leptospirosis
en forma rápida, sencilla y más económica que la
prueba de MAT.

MATERIALES Y MÉTODOS.
Antígenos:

Se utilizó una cepa de referencia internacional
de Leptospira interrogans sv. icterohaemorrhagiae
Winjberg, desarrollada en medio Ellinghausen
modificado por Jhonson y Harris (EMJH) en cultivo
agitado a 28ºC hasta consumo total de Tween 80,
en 1 litro de medio de cultivo (9). Una vez
comprobado el desarrollo de leptospiras, el cultivo
fue procesado de la manera abajo indicada a los
efectos de producir finalmente los antígenos
seguidos: a) antígeno total; b) antígeno total
sonicado; c) antígeno termoresistente; d) antígeno
termoresistente sonicado.

Antígeno total (AT):  a un volumen de 250
mL de antígeno preparado en el paso anterior se le
agregó formol a una concentración del 0,5 % (v/
v), denominándosele antígeno total.

Antígeno total sonicado (ATS): un volumen
de 250 mL de medio formolado como el paso
anterior (AT) fue sonicado en pequeños volúmenes
en un sonicador a potencia de 10 khz en 2 períodos
de 15 segundos.

Antígeno termo resistente (ATR): 250 mL
del cultivo fueron calentados en baño María a

ebullición durante 30 minutos. Adicionándole
formol a una concentración del 0,5 % (v/v). A este
antígeno se lo denominó ATR.

Antígeno termo resistente sonicado
(ATRS): 250 mL de cultivo obtenido como en el
paso anterior (ATR) fueron sonicados en pequeños
volúmenes en un sonicador a potencia de 10 khz
en 2 períodos de 15 segundos.

Técnica de ELISA:
Se realizó la técnica de ELISA sensibilizando

placas Nunc, con 100 µl del cultivo en cada pocillo.
La dilución de corte y titulación de uso de gamma
globulina marcada fue establecida en un ensayo
previo de acuerdo a la metodología recomendada
por Kurstak E. (10).

Se estudiaron 29 sueros caninos provenientes
de clínicas veterinarias privadas de la ciudad de La
Plata, Berisso y Ensenada (Provincia de Buenos
Aires) con signos clínicos de leptospirosis, los que
fueron diluidos en PBS 1/8 utilizándose 3 controles
negativos y 3 controles positivos (sueros positivos
por MAT a la dilución 1/200) por cada policubeta
de ELISA.

Los sueros fueron incubados 1 hora a 37ºC.
Luego del lavado con PBS/Tween 20 se agregó
anti inmunoglobulina G (IgG) canina marcada con
peroxidasa (Bethyl Laboratories, USA),
incubándose 1 hora a la misma temperatura. Luego
de un nuevo lavado se reveló la prueba con H2O2 y
OPD como reactivo de color, frenándose a los 15
min la reacción con SO4H2 2N. La lectura se realizó
a ojo desnudo. Todos los sueros fueron comparados
con la técnica de MAT utilizando como Ag la misma
cepa utilizada para ELISA (11).

Prueba de Aglutinación Microscópica:
Se realizó paralelamente la prueba de

aglutinación microscópica para leptospirosis
(técnica de referencia internacional) para evaluar
la correlación de resultados entre los distintos
antígenos y técnicas utilizados. La misma fue
realizada en policubetas según Faine S. (9), que
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básicamente consiste en enfrentar diluciones del
suero con antígeno vivo de leptospiras. Luego de
incubar 1 hora a 28ºC se observa la presencia de
grumos de aglutinación en microscopía en fondo
oscuro. Se consideraron reactivos aquellos sueros
que aglutinaron 50% o más leptospiras con respecto
a un control. Los estudios estadísticos fueron
realizados mediante el programa EPI6 (12).

RESULTADOS.
Los resultados de este estudio muestran que

de los distintos antígenos estudiados aquellos que
fueron sonicados (ATS y ATRS) se comportaron
mejor con los sueros controles.

Por otro lado de los 29 sueros analizados 10
(34%) mostraron desarrollo evidente de color por
lo que se los consideró como positivos. Todos los
controles positivos dieron desarrollo evidente de
color en los pocillos, no variando su color los
controles negativos.

El análisis de correlación mostró para los
antígenos ATS y ATRS un valor de +0,80 mientras
que para los antígenos AT y ATR una correlación
de +0,70 con respecto a los valores obtenidos por
MAT.

DISCUSIÓN.
La elección de un antígeno para su uso en

técnicas inmunoenzimáticas, es de fundamental
importancia ya que es el eslabón inicial para la
especificidad y sensibilidad de la técnica. El uso de
distintos antígenos ha sido probado por diferentes
autores con resultados diversos, evidenciando la
mayoría de ellos un buen nivel de correlación para
la detección de la enfermedad en casos clínicos.

L. interrogans sv. icterohaemorrhagiae
preparada como antígeno total (AT) ha probado
en estudios realizados en humanos, ser útil para el
diagnóstico de la leptospirosis producidas por otras
especies y serovares de Leptospiras (13). Los
resultados de nuestro estudio muestran que de 29
sueros analizados, 10 (34%) dieron resultados

positivos. La correlación con la técnica de MAT
fue de +0,70 con los Ag AT y ATR, y +0,80 con
ATS y ATRS, que puede explicarse por la
utilización de un solo Ag en la prueba de MAT,
dado que el ELISA podría detectar infección de
otras especies o serovares de Leptospiras (13).

Si bien la lectura espectrofotométrica podría
ayudar a definir con mayor exactitud aquellos
sueros con tenue reacción (10), escaparía a la
posibilidad pretendida del ELISA para uso en
laboratorios de baja complejidad por lo que se
decidió la evaluación del desarrollo del color sólo
a ojo desnudo.

Es de destacar que un suero que fue anali-
zado como primera y segunda muestra de un mis-
mo animal, fue positivo por ELISA en ambas,
mientras que sólo lo fue en la segunda muestra
por MAT, esto permitiría un diagnóstico tempra-
no y así instaurar un tratamiento precoz. Esta téc-
nica de rápida realización (5 horas) podría ser
adaptada a prácticamente cualquier laboratorio y
permitiría su uso como método de diagnóstico
tamiz de Leptospirosis en caninos. La evaluación
de IgG por medio del ELISA podría estar deter-
minando exclusivamente animales que no estén
en la etapa aguda de la enfermedad (14,15) por lo
que nuevos ensayos utilizando los mismos antí-
genos deberían ser realizados evaluando otras
inmunoglobulinas (16).

Los datos obtenidos en este estudio ponen
de manifiesto que los Ag sonicados presentan me-
jor correlación con la prueba de MAT que los no
sonicados. El uso de Ag sonicado con tratamiento
térmico no parece brindar mejores resultados que
el Ag sonicado sólo; presumiblemente la disrup-
ción de las leptospiras y la exposición por ende de
Ag más profundos sería más importante que la ex-
posición de Ag termoresistentes. Por otro lado
podría inferirse que el Ag termoresistente podría
ser semejante a los Ag profundos expuestos me-
diante el método de sonicación. Otros estudios han
empleado la sonicación como método de prepara-
ción del antígeno pero ninguno de ellos ha emplea-
do el antígeno ATR como base de la sonicación
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(17-19).
La técnica de ELISA permitiría poner en

evidencia además aquellos sueros que presenten
fenómeno de zona por la prueba de MAT (20, 21).
Nuevos estudios con mayor número de muestras y
con animales con leptospirosis corroborado
mediante aislamientos deberán realizarse para
establecer el grado de reproducibilidad y
confiabilidad de los distintos antígenos utilizados
en esta técnica.
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