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""Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo y no en el resultado. Un

esfuerzo total es una victoria completa."*

Mahatma Gandhi
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RESUMEN
Los objetivos del presente estudio fueron: Desarrollar Enzimoinmunoensayos para
el serodiagnodstico de Leptospirosis Canina; Validar los ELISAs y el TR frente a la
MAT y la presencia o no de signos clinicos; Conocer los serovares presumiblemente
infectantes; Evaluar diferentes variables epidemiologicas. Los ELISAs Extractivo y P1
tuvieron un mejor desempefio y significativamente mejores AUC (0.868 y 0.902) que

los ELISAs con P2 y Rec. Estos resultados permiten concluir que podrian ser utilizados
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como una prueba complementaria a la MAT para el diagndstico de leptospirosis canina.
La baja sensibilidad (70.6%) y especificidad (76.7%) del TR nos indicarian que no
podria ser utilizado como unica prueba tamiz. En el andlisis de factores de riesgo, los
machos tuvieron mayor probabilidad de enfermar de leptospirosis (OR= 4.07). Los
serogrupos presumiblemente infectantes mas frecuentes fueron Icterohaemorragiae y
Canicola. De los casos confirmados el 20% tenian antecedentes de vacunacién y los
signos clinicos mas frecuentes fueron la Inyeccion Conjuntival y Sindrome renal. Los
resultados del desarrollo y validacion de métodos para el diagndstico de la leptospirosis
canina y los hallazgos clinicos-epidemiolégicos de este estudio son ftiles como
antecedentes, aportan al conocimiento de la leptospirosis y contribuyen a la

implementacion de medidas de prevencion y control adecuadas.

Palabras Claves: ELISA, MAT, TR, Caninos, Leptospirosis

SUMMARY
DEVELOPMENT AND VALIDATION OF DIAGNOSIS TECHNIQUES OF
CANINE LEPTOSPIROSIS
The objectives in this study were: To develop Enzyme Immunoassays for Canine
Leptospirosis Diagnosis; To validate the ELISAs and the TR through MAT and the
presence or absence of clinical signs; To know the presumably infectious serotypes; To

assess different epidemiological variables. ELISAs Extractive and P1 performed better

X1V
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and showed significantly better AUC (0.868 and 0.902) than ELISAs with P2 an Rec.
From these results it is concluded that they can be suitable as an additional test to MAT
for canine leptospirosis diagnosis. The low sensitivity (70.6%) and specificity (16.7%)
seem to suggest it cannot be used as the only screening. In the risk factor analysis,
males proved to be more likely to catch leptospirosis (OR= 4.07). The more frequent
presumably infectious serogroups were Icterohaemorragiac and Canicola. Of all
confirmed cases, 20% has a vaccination history and the more frequent clinical signs
were bloodshot eyes and Renal Syndrome. Results for the development and validation
of canine leptospirosis diagnosis methods and clinical-epidemiological findings can
serve as antecedents, add to the knowledge of leptospirosis and contribute to the

implementation of appropriate control and prevention measures.

Key Words: ELISA, MAT, TR, Canine, Leptospirosis

INTRODUCCION
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CAPITULO 1. INTRODUCCION
La leptospirosis es una de las zoonosis mas difundida en todo el mundo y es
causada por serovares de especies patogenas de Leptospira (Adler et al., 2011). En los
caninos es una de las principales enfermedades infecciosas de origen bacteriano. La
leptospirosis canina fue descripta por primera vez en 1899, y es conocida como causa de

enfermedad febril y enfermedades hepaticas y renales (Bolin, 1996).

Obtener un diagnoéstico definitivo y precoz es de especial importancia debido a
que la leptospirosis es una enfermedad zoonotica por lo cual un canino sirve como
reservorio para otros caninos o para el hombre (Goldstein, 2010). La serologia aparece
como la principal herramienta para el diagndstico de Leptospira spp en caninos (André-
Fontaine, 2006). El diagnostico de leptospirosis se realiza frecuentemente con el Test de
Aglutinacion Microscopica (MAT), la cual es reconocida como la técnica de referencia
Internacional para el diagndstico serologico (WHO, 2003). La MAT es una técnica
especifica, pero muy laboriosa, y requiere el mantenimiento de las leptospiras vivas, lo
cual es potencialmente peligroso para los laboratoristas; ademas su interpretacion es

compleja y no es objetiva (Levett, 2001a).

Otra técnica utilizada es la Aglutinacion Macroscopica con Antigeno
Termorresistente (TR), la cual presenta muchos resultados falsos negativos (Regalado

Segui et al., 1990). En caninos existen muy pocos estudios (Lilenbaum et al., 2002).

No se disponen, en el pais, de métodos comerciales para el diagnostico serologico
de leptospirosis canina. Por esto, es necesario disponer de un método rapido, sensible y
reproducible, que pueda ser usado en el diagnostico de rutina en laboratorios de baja y

mediana complejidad donde la MAT es dificil de implementar.
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El enzimoinmunoensayo (ELISA) es una técnica simple, segura y facilmente
automatizable. Este método puede ser de gran utilidad como complemento de la MAT
para el diagnostico de la leptospirosis. Existen pocos estudios publicados de evaluacion
de ELISAs caninos. Ademas, en el pais no existen desarrollos, ni reactivos comerciales

disponibles de ELISAs en caninos.

En Argentina, la utilizaciéon del ELISA permitiria una mayor accesibilidad al
diagnoéstico y facilitaria la realizacion e interpretacion en laboratorios de menor
complejidad asi como en el procesamiento de un alto nimero de muestras en un corto

tiempo.

1.1. Objetivos Generales

1.1.1. Desarrollar Enzimoinmunoensayos (ELISA) para el serodiagnostico de

Leptospirosis Canina.

1.1.2. Validar los ELISAs desarrollados en relacion con la técnica de referencia

Internacional para la confirmacion serologica de los casos, la microaglutinacion (MAT).

1.1.3. Validar la Aglutinacion macroscopica con antigeno termorresistente (TR)
en relacion con la técnica de referencia Internacional para la confirmacién serologica de

los casos, la microaglutinacion (MAT)

1.1.4. Conocer los serovares presumiblemente infectantes.

1.1.5. Evaluar diferentes variables epidemiologicas: edad, sexo, antecedentes de

vacunacion, sintomatologia clinica.
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1.2. Objetivos Especificos

1.2.1. Obtener Antigeno Extractivo y probar las condiciones de actividad
biologica de los Péptidos sintéticos (P1 y P2) y del antigeno Recombinante para el

desarrollo de los ELISAs.

1.2.2. Desarrollar ELISAs empleando los antigenos seleccionados.

1.2.3. Evaluar la Sensibilidad y Especificidad de los ELISAs desarrollados.

1.2.4. Evaluar la sensibilidad y especificidad del TR comparados frente a la

MAT.

1.2.5. Comparar el método de TR con los ELISAs desarrollados y con la MAT

para el diagnostico de leptospirosis canina.

1.2.6. Determinar la proporcion de serovares presumiblemente infectantes en el

total de caninos reaccionantes a la MAT.

1.2.7. Evaluar si existen diferencias significativas para la variable sexo, entre

casos confirmados y casos controles.

1.2.8. Estudiar la frecuencia de leptospirosis segun la edad, antecedentes de

vacunacion y presentacion clinica en casos confirmados.



REVISION
BIBLIOGRAFICA




Chiani, Yosena -2013 -

CAPITULO 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Generalidades

La leptospirosis ha sido reconocida como un problema de salud publica mundial
emergente debido a su incidencia creciente tanto en paises desarrollados como en
aquellos en vias de desarrollo (Vijayachari et al.,, 2008; Adler and de la Pefia
Moctezuma, 2010). Es una enfermedad infecciosa causada por bacterias patogenas
llamadas leptospiras. Estas bacterias son transmitidas directa o indirectamente desde los
animales a los seres humanos siendo por tanto, una zoonosis (WHO, 2003). Las
leptospiras infectan a muchos tipos de animales domésticos y salvajes. La leptospirosis
tiene una amplia distribucidon geografica, ocurre tanto en areas urbanas como rurales de
regiones con temperatura tropical y subtropical (Evangelista and Coburn, 2010). La
incidencia anual varia dentro de un rango de 0.1-1 por 100.000 habitantes en climas
templados hasta 10-100 por 100.000 habitantes en climas humedos tropicales. Cuando
se producen brotes, la incidencia de la enfermedad puede alcanzar mas de 100 por

100.000 habitantes (WHO, 2003).

La leptospirosis es una enfermedad sistémica caracterizada por fiebre,
insuficiencia hepatica y renal, manifestaciones pulmonares y falla reproductiva (Adler
and de la Pefia Moctezuma, 2010). Los signos clinicos son diversos y pueden variar
desde una enfermedad pseudo gripal leve hasta una enfermedad severa, lo cual puede
producir la muerte (Evangelista and Coburn, 2010). La leptospirosis también puede
presentarse de manera similar a muchas enfermedades, como por ejemplo el dengue y

otras enfermedades hemorragicas virales (WHO, 2003).
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2.2. Agente Etiologico

2.2.1. Taxonomia

La cepa Ictero N°1 del serovar Icterohaemorragiae fue el primer aislamiento de
leptospira, la cual fue recuperada de un paciente con enfermedad de Weil’s por Inada e
Ido en 1915. Desde ese momento se han descripto aproximadamente 268 serovares

patogenos (Brenner et al., 1999).

El género Leptospira se dividi6é anteriormente en dos especies, L. interrogans,
comprendiendo todas las cepas patogenas, y L. biflexa, que contenia las cepas
saprofitas. L. biflexa fue diferenciada de L. interrogans por test bioquimicos. Ambas
especies de leptospiras fueron divididas en numerosos serovares, definidos por

aglutinacion luego de la absorcion cruzada con antigenos homologos (Levett, 2004).

Los serovares que estan antigénicamente relacionados han sido tradicionalmente
relacionados en serogrupos. L. interrogans contiene mas de 200 serovares y estan
agrupados en 23 serogrupos (Faine, 1982; Brenner et al, 1999). Este sistema de
clasificacion se denomina fenotipico y actualmente es utilizado en epidemiologia y

clinica (Vinetz, 2001; Levett 2007).

La clasificacion fenotipica de leptospira ha sido reemplazada por una genotipica,
en la cual un nimero de genomospecies incluyen todos los serovares de Leptospira spp.
Esta clasificacion estd basada en el analisis de las secuencias del gen del 16s rRNA
(Levett, 2004). Las genomospecies de Leptospira no corresponden a las dos anteriores
especies (L. interrogans y L. biflexa), y serovares patdgenos y no-patdogenos se

encuentran en una misma especie (WHO, 2003). Ademaés, la heterogeneidad genética
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dentro de los serovares, resultante de la transferencia horizontal de genes, ha conducido
al reconocimiento de cepas de diferentes especies que poseen el mismo antigeno-O y,
por tanto pertenecientes al mismo serotipo (Levett, 2004). Asi las especies de

Leptospira no se pueden predecir por la identificacion de un serovar.

Yasuda et al. (1987) reconocieron nuevas genomospecies patdogenas: L.
borgpetersenii, L. inadai, L. noguchi, L. santarosai y L. weilli. Posteriormente
Ramadass et al. (1992), identificaron una nueva especie, L. kirschneri. De alli que una
nueva clasificacion de L. interrogans (sensu lato) resultd del reconocimiento de siete
genomoespecies llamadas L. borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans (sensu estricto),
L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai, L. weilli, L. meyeri, L. wolbachii, L. parva y L.
illini. Se definieron 17 genomospecies de Leptospira incluyendo ademas de las
conocidas, L. genomospecies 1, L. genomospecies 2, L. genomospecies 3, L.

genomospecies 4 y L. genomospecies 5 (Brenner et al., 1999).

La re-clasificacion de leptospiras sobre la base genotipica es taxondmicamente
correcta y provee una fuerte base para el futuro entendimiento de estos organismos
utilizando los datos gendmicos (Brenner et al., 1999). Sin embargo la clasificacion
molecular es incompatible con el sistema de serogrupos los cuales han sido utilizados

por epidemidlogos y clinicos (Levett, 2004).

2.2.2. Morfologia, Crecimiento y Cultivo.

Las leptospiras son bacilos helicoidales, méviles y obligadamente aerobios, y
tienen 0.1 pm de diametro y 6 a 12 um de longitud. Se tifien con debilidad con los
colorantes con anilina. Debe utilizarse el microscopio de campo oscuro para poder

observar leptospiras no teiidas (Levett, 2001a; Acha and Szifres, 2003) (Figura 1).
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Figura 1: Escaneo micrografico de electrones de alta resolucion de

L. interrogans serovar Copenhageni (Bharti et al., 2003).

Debido a su forma helicoidal, las especies patdgenas de leptospiras pueden
penetrar la piel y las membranas mucosas y diseminarse a otros tejidos luego de la

infeccion (Levett, 2001a).

Al igual que las bacterias Gram negativas, poseen tanto una membrana externa
como una citoplasmatica, separadas por un espacio periplasmatico (Johnson and Harris,
1967; Haake and Matsunaga, 2002). Sin embargo, la capa de peptidoglicano esta
asociada con la membrana citoplasmatica en lugar de la membrana externa. La
envoltura externa, es fluida y 1abil a diferencia de la membrana de las Gram-negativas, y
rodea completamente el cuerpo de la célula (Johnson and Harris, 1967; Haake, 2000a;

Haake and Matsunaga, 2002) (Figura 2).
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Figura 2: Arquitectura de la membrana de leptospiras. La membrana externa
leptospiras contiene una mezcla de lipopolisacarido, lipoproteinas expuestas a la
superficie y proteinas transmembrana. Las lipoproteinas de la membrana externa mas
abundantes son la LipL.32 y Loa22. El flagelo periplasmatico (PF) esta localizado en el
periplasma. FecA es un receptor T o B dependiente para citrato férrico y aerobactina.
TolC forma un canal con ATPasa en la membrana citoplasmatica. OM: Membrana
Externa; P: Periplasma; IM: Membrana citoplasmatica (Modificada de Haake and

Matsunaga, 2010).

Las leptospiras son bacterias de crecimiento lento tanto en medios liquidos como
en medios solidos. La temperatura optima de crecimiento es entre 28 y 30°C en medios
suplementados con acidos grasos de cadena larga como tUnica fuente de carbono y

energia, vitaminas Bl y B12, y sales de amonio (Adler and de la Pefia Moctezuma,
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2010). Su supervivencia depende de las condiciones ambientales en que se encuentren y
son altamente sensible a la desecacion. Su rango de pH 6ptimo es 6.2-8.0, pueden
sobrevivir hasta 180 dias en suelos humedos y durante varios meses en superficies
acuosas (aguas estancadas o de lento movimiento) (Levett, 2001a). No se multiplican
fuera del huésped y por consiguiente para que se produzca un foco de leptospirosis es
necesario que ademas de animales portadores, existan condiciones ambientales

favorables para su sobrevida en el exterior (Acha and Szifres, 2003).

2.2.3. Antigenos de Superficie.

Ademas de los lipopolisacaridos (LPS), la membrana externa esta formada por
proteinas estructurales y funcionales. Una gran proporcion de estas proteinas son
lipoproteinas con relativa abundancia en la superficie celular: LipL32 > LipL21 >
LipL41 (Johnson and Harris, 1967; Haake and Matsunaga, 2002; Cullen et al., 2005).
La expresion de algunas de estas lipoproteinas estd regulada en el huésped, como una

estrategia para evadir la respuesta inmune del huésped (Haake, 2000a).

Las lipoproteinas estan involucradas en la patogénesis de la enfermedad, a través
de su capacidad de desencadenar la respuesta inflamatoria del huésped (Haake, 2000a).
Se demostré que la unica lipoproteina que no esta involucrada en la patogénesis es la
LipL36 que disminuye su expresion luego de la entrada de la leptospira en el huésped

(Barnett et al., 1999).

La LipL32 fue identificada como la principal proteina de membrana externa y la

mas abundante en la superficie (Haake et al., 2000b; Flannery et al., 2001; Cullen et al.,

11
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2002; Cullen et al., 2005). Se expresa en altos niveles tanto en la infeccion como en el
cultivo. En suero de humanos con leptospirosis se encontrd una fuerte repuesta de
anticuerpos a LipL32, esta respuesta fue mayor que la que evidenciaron otras proteinas
de la membrana externa siendo el antigeno inmunodominante durante la infeccion
(Haake et al., 2000b; Guerreiro et al., 2001). La antigenicidad de esta lipoproteina es
mayor por su alto nivel de expresion en leptospiras patdogenas y por su modificacion
lipidica de su region amino Terminal, una propiedad conocida que mejora la

antigenicidad en lipoproteinas de otras espiroquetas (Guerreiro et al., 2001)

La LipL32 es una lipoproteina, con el componente proteico externo anclada en la
membrana externa a través de los acidos grasos unidos a una cisteina amino terminal

(Haake, 2000a). La LipL32 adopta un plegado compacto y globular (Figura 3).

C terminus

Figura 3: Representacion grafica de la estructura cristalina de LipL32 (Vivian et

al., 2009)

12



Chiani, Yosena -2013 -

El gen de LipL32 estd presente en especies patdgenas, con un alto grado de
conservacion, pero no se la encontrd en especies saprofitas (Haake et al., 2000a; Zhang
et al., 2005). Existen evidencias que sugieren que LipL32 podria ser importante en la
patogénesis (Haake et al., 2000a), debido a que puede contribuir a la invasion y la
colonizacion de los tejidos interactuando con la matriz extracelular. La LipL32
interactia con el coladgeno tipo IV del endotelio y también con la fibronectina del
plasma dependiendo de la dosis. Estas interacciones son mediadas por la region C

terminal de la LipL32 (Hauk et al., 2008).

Sin embargo los hallazgos de Murray et al. (2009) demostraron que una mutacioén
de la LipL32 no impidi6 el crecimiento normal de la leptospira, la infeccion aguda en
hamster, la infeccion a través de las mucosas o la colonizacion de los tbulos renales
del rifion en modelos animales. La idea de que LipL32 no es esencial es sorprendente,
tanto por el alto costo de la célula de producir una proteina abundante como por la
conservacion de la secuencia de aminoacidos en una amplia gama de
patogenos Leptospira spp. ( Haake et al., 2004 ) Estos datos no identifican a la LipL32
como indispensable en la patogénesis, pero no se le excluye un importante rol en la

interaccion huésped-patdgeno (Hauk et al., 2009; Haake and Matsunaga, 2010).

La repuesta de anticuerpos a LipL.32, en suero de humanos con leptospirosis fue
mayor que la que evidenciaron otras proteinas de la membrana externa (Haake et al.,
2000b; Guerreiro et al., 2001). Un reciente estudio demostrd que la respuesta con IgM
estuvo limitada al dominio C-terminal durante la fase aguda y convaleciente. Mientras
que la respuesta de la IgG se modifica durante la infeccion. La respuesta a la region

central durante la fase convaleciente se evidencia en la mayoria de los pacientes

13



Chiani, Yosena -2013 -

mientras que la respuesta al dominio C-terminal se detecta en pocos pacientes tanto en
la fase aguda como en la convaleciente (Hauk et al., 2008; Vivian et al., 2009). La
LipL32 puede ser usada como antigeno para diagnéstico en la fase aguda y
convaleciente de la enfermedad, siendo el dominio C-terminal como el principal
objetivo inmunoldgico provocando una respuesta humoral IgM en todos los pacientes

(Hauk et al., 2008).

En células enteras, existe una baja accesibilidad de grandes moléculas como los
anticuerpos a unirse a la LipL.32. Esto evidencia un impedimento estérico producido por
las cadenas laterales de los hidratos de carbono de los lipopolisacaridos que dominan la
superficie celular de la leptospira y cubren los antigenos proteicos anclados a la

membrana (Cullen et al., 2005).

Por otra parte, Lottersberger et al. (2009) han identificado, mediante mapeo de
epitopes utilizando péptidos sintéticos, las regiones antigénicas minimas: aminoacidos
151-177 (epitope 1: AAKAKPVQKLDDDDDGDDTYKEERHNKYNS) y 181-204
(epitope 2: YNSLTRIKIPNPPKSFDDLKNIDTKKLVRG.). Estas regiones se
encuentran en el extremo C-terminal descripto como el dominio mas inmunogénico de
LipL32 (Hauk et al., 2008) (Figura 4). Coincidentemente Hauk et a/. (2009) postularon
que el loop acido entre a3 y B9 (residuos 154-169, contenidos en el epitope 1) pueden
mediar la uniéon a dominios positivamente cargado de ligandos. Ademas, el epitope 2
corresponde a uno de los loops de interaccion propuestos por Vivian et al. (2009). Aviat
et al. (2010) utilizando un péptido sintético de los residuos 160-170, incluidos en el
péptido 1, comprobd una mayor reactividad del ELISA IgG que IgM. También

demostrd que los anticuerpos IgG aumentan rapidamente luego de la infeccion y luego

14
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desaparecen, por tal motivo no son detectados por la MAT ya que comienza a

positivisarse cuando estos comienzan a desaparecer.

Ademas de los péptidos se han sintetizado recombinantes de la LipL.32 los cuales
se han estudiado en humanos (Flannery et al., 2001) y caninos (Dey et al., 2004),

utilizandolo como antigeno en ELISAs IgG.

epitope 2
epitope 1

Figura 4: Dominios de unién a anticuerpos en LipL.32. La estructura de la LipL32
se muestra en verde, con los residuos 132-158 (epitope 1) y los residuos 162-186
(epitope 2) mostrado en rosado (Vivian et al., 2009)

2.3. Epidemiologia

La leptospirosis es una enfermedad endémica en muchos paises o regiones. Tiene
con frecuencia una distribucion estacional, incrementandose con el aumento de lluvias y
temperaturas, sin embargo la enfermedad puede ocurrir a lo largo de todo el afio (WHO,

2003). Su aparicion se ve favorecida en regiones de clima tropical o subtropical, donde
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las temperaturas elevadas y los altos indices pluviometros en determinados periodos del
afno facilitan la aparicion de brotes epidémicos de caracter estacional (Vanasco et al.,

2000; Levett, 2001a; Vanasco et al., 2004; Maciel et al., 2008).

La leptospirosis ocurre en ambientes rurales o urbanos de paises industrializados y
en vias de desarrollo. En paises desarrollados, estd asociada a actividades
recreacionales, turismo y deportes acuaticos. En paises en vias de desarrollo, es una
enfermedad endémica de poblaciones rurales ocupadas en agricultura de subsistencia,
arrendamiento y cria de animales de granja, o en poblaciones urbanas en temporadas

lluviosas (Levett, 2001a; Maciel et al., 2008; Evangelista and Coburn, 2010).

El portal de entrada mas usual es a través de abrasiones, cortes en la piel, las
conjuntivas, o a través de la piel intacta luego de una prolongada inmersion en agua
(Levett, 2001a; Greenlee et al., 2005). La inhalacion de agua o aerosoles resulta en
infeccion a través de las membranas de las mucosas del tracto respiratorio. La infeccion

raramente se da por picaduras de animales (Levett, 2004).

La forma directa de transmision ocurre cuando las leptospiras de tejidos, fluidos
corporales u orina de animales entran en el cuerpo e inician una nueva infeccion. En los
animales la transmision directa puede ser a través de la orina, transplacental, por
contacto sexual, a través de la leche materna o via hematogena (Goldstein, 2010). La
transmision directa de animales a humanos es comun en grupos ocupacionales que
manipulan animales o sus tejidos, tales como veterinarios, tamberos, trabajadores de
frigorificos, fumigadores, etc. (Levett, 2001a; Vijayachari et al., 2008). La transmision
directa de persona a persona es excepcional. La forma indirecta ocurre cuando animales

o humanos susceptibles adquieren el organismo del ambiente contaminado con sangre u

16



Chiani, Yosena -2013 -

orina de animales infectados (vegetacion, suelo humedos, agua o alimentos) (Levett,
2001a; Vanasco et al., 2007; Vijayachariet al., 2008; Adler and de la pehia Moctezuma,

2010; Goldstein, 2010).

Existen dos tipos de huéspedes animales, incluyendo los humanos, cuando se trata
de infecciones por leptospiras. Cuando un serovar estd adaptado a uno o mas
mamiferos, a estos se los denomina huéspedes de mantenimiento (Goldstein, 2010).
Estos huéspedes frecuentemente no presentan signos severos de enfermedad, pueden
eliminar leptospiras por orina al medio ambiente durante semanas o afios (Michna,
1970; Monahan et al., 2009). En este huésped la infeccion es endémica y se transfiere
de un animal a otro por contacto directo. Otro tipo de huésped es el incidental o
accidental, el cual se infecta con un serovar al que no estd adaptado. Este huésped tiende
a desarrollar la enfermedad que puede ser severa o fatal y raramente desarrolla un
estado de portador cronico (Levett, 2004; Goldstein, 2010). Los animales, incluyendo a
los humanos, se pueden infectar por contacto indirecto con el huésped de
mantenimiento. La magnitud de la infeccion depende de varios factores, incluyendo el
clima, densidad de la poblacion y el grado de contacto entre el huésped de
mantenimiento y el accidental (Levett, 2001a; Bharti et al., 2003; Levett, 2004).
Conocer los serovares prevalentes y sus huéspedes de mantenimiento es esencial para
comprender la epidemiologia e implementar medidas de control en cualquier region

(Levett, 2004).

Cambios significativos han ocurrido en la epidemiologia de la leptospirosis en los
ultimos afios. En paises desarrollados la enfermedad es menos prevalente que hace una

o dos generaciones, y es debido a varias razones. El incremento de la urbanizacion ha
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reducido la oportunidad de exposicion en el ambiente rural y la inmunizacion ha

controlado la enfermedad en los animales domésticos (Levett, 2004).

En los caninos la prevalencia de Canicola e Icterohaemorrhagiae ha disminuido
desde que comenzd la vacunacion (André-Fontaine, 2006; Golstein, 2010). Los
serovares aislados en caninos en Argentina son Canicola, Icterohaemorrhagiae,
Pyrogenes y Buenos Aires (Rossetti et al., 2005; AAVLD, 2006). Los serovares con
mayor seroprevalencia en caninos son Canicola, Pomona, Pyrogenes,
Icterohaemorrhagiae, Castellonis, Copenhageni y Djasiman (AAVLD, 1994; Rossetti et

al., 1999; Rossetti et al., 2001; Cramer et al., 2008).

2.4. Leptospirosis en caninos

La leptospirosis canina fue descripta por primera vez en 1899, y es actualmente
conocida como causa de enfermedad febril y enfermedades hepaticas y renales (Bolin,

1996).

2.4.1. Periodo de incubacién

El periodo de incubacion de leptospirosis puede ser corto, de pocos dias de
evolucion, hasta aproximadamente 20 dias, dependiendo de las dosis infectante, la cepa
y la respuesta inmune del huésped (Bolin, 1996; Sykes et al., 2011). Luego de la
penetracion los organismos se replican en sangre, tan temprano como 1 dia luego de la
entrada al espacio vascular sanguineo. Se inicia asi la fase leptospirémica, la cual dura
pocos dias, implicando la replicacion de la bacteria y el dafio endotelial. Luego de esta

fase ocurre la invasion a los principales tejidos, como el higado, rifiéon, bazo, tracto
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reproductivo, ojos y sistema nervioso central (Bolin, 1996; Levett 2001a; André-
Fontaine, 2006; Goldstein, 2010). El dafio a los 6rganos se produce fundamentalmente
por la replicacion y la induccion de produccion de citoquinas e invasion de las células
inflamatorias. La replicacion inicial dafna las células del endotelio y mas tarde las
células del higado y el bazo (Midwinter et al., 1994; Saravanan et al., 1999; Plank and
Dean, 2000; Goldstein, 2010). La colonizaciéon ocurre en la mayoria de los caninos
infectados que no tienen adecuada proteccidon por una exposicidon previa o por
vacunaciones (Goldstein, 2010). La inmunizacion con vacunas de Leptospira permiten
proteger a los animales de la leptospirosis clinica como asi también prevenir la
leptospiremia, la infeccion renal y la eliminacion por orina (Schreiber et al., 2005;

Minke et al., 2009).

2.4.2. Patogenia de la Enfermedad

La secuencia de eventos luego de la infeccion depende de la virulencia, el serovar
infectante y el nimero de bacterias que infectaron al huésped, y la respuesta inmune.
Previas exposiciones (naturalmente o por vacunaciones) al mismo serovar provee algin
grado de inmunidad (Plank and Dean, 2000; Barthi et al., 2003; Klaasen et al., 2003;
Goldstein, 2010). Varios factores de virulencia se han identificado como los LPS
(lipopolisacaridos), hemolisinas, proteinas de la membrana externa y otras proteinas de
superficie como las moléculas de adhesion (Evangelista and Coburn, 2010; Adler,
2011). La union de las proteinas a la fibronectina puede ser significante en la adhesion

inicial y la invasion a los sitios de entrada como mucosas o piel (Figura 5).
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Figura 5: Escaneo micrografico de electrones de la adhesion/invasion de una
Leptospira patdgena al epitelio conjuntival del equino (Barthi et al., 2003).

La movilidad es probablemente importante en la infeccion inicial y en Ia
diseminacion de los organismos desde el sitio de entrada hasta el 6rgano de destino

(Bharti et al., 2003).

La respuesta inmune del huésped es mediada en gran parte por la respuesta
humoral. Los anticuerpos que producen son principalmente hacia los LPS (Evangelista
and Koburn, 2010). Los anticuerpos reducen el numero de espiroquetas en los lugares

colonizados, pero pueden persistir en el rifion (Bolin, 1996).
El dafio que ocasionan las leptospiras y los érganos de destino difieren.

-En los rifiones las leptospiras persisten y se multiplican en las células del epitelio
tubular renal causando liberacion de citoquinas, reclutamiento de células inflamatorias y

nefritis aguda.

-En el higado se produce una necrosis centrilobular y dafio subcelular, ademas de

la oclusion de conductos y el canaliculo biliar provocando ictericia.
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-En el endotelio, se produce edema tisular y coagulacion intravascular
diseminada. Esto ocurre en los primeros dias de la infeccidon y como resultado de la
injuria endotelial aguda. Otras manifestaciones que ocurren por lesiones o injurias a
otros 6rganos pueden ser las meningitis, no documentada en caninos (Michna, 1970;
Monahan et al., 2009; Sykes et al., 2011); la uveitis y las manifestaciones pulmonares
asociadas con hemorragias pulmonares (Plank and Dean, 2000; Levett, 2001a; Barthi et

al., 2003; Goldstein, 2010).

En la fase de localizacion, los serogrupos tienen especificidad lesional y tropismo
diferente. En general el serovar Icterohaemorragiae afecta principalmente el higado
produciendo en mas del 70% de los casos ictericia y también produce sindrome
hemorragico, mientras que la infeccion por Canicola estd asociada principalmente con la
enfermedad renal, generalmente nefritis intersticial y la gastroenteritis. Los caninos
infectados con el serovar Grippotyphosa pueden mostrar infeccion renal aguda o cronica
sin otra manifestacion multisistémica (Brown et al., 1996; Levett, 2001a; Geisen ef al.,
2007; Vijayachari et al., 2008; Monahan et al., 2009; Sykes et al., 2010). Caninos
infectados con Pomona y Bratislava mostraron falla renal aguda y diversos grados de
azotemia (Adin and Cowgill, 2000). La persistencia de leptospiras (serovar Canicola) en
los rifiones dan origen a los huéspedes de mantenimiento, que eliminan bacterias en
orina durante meses y afios (Levett, 2001a; Vijayachari et al., 2008; Monahan et al.,

2009; Rojas et al., 2010; Sykes et al., 2010).

2.4.3. Signos clinicos

La infeccion de caninos con leptospiras resulta en una enfermedad de severidad

variada. Algunos caninos presentan signos leves o no presentan signos de enfermedad
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mientras que otros desarrollan enfermedad pulmonar, hepatica y renal severa o muerte
(Brown et al., 1996; Goldstein, 2010; Sykes et al., 2011). Los signos mas comunes son
fiebre, inapetencia, vomitos, dolor abdominal, diarrea, poliuria/polidipsia, mialgia, dolor
de cabeza, hematuria, falla reproductiva, falla hepatica o renal y hemorragia pulmonar

(Bolin, 1996).

-La forma sobreaguda se manifiesta por una leptospiruria masiva, fiebre
(>39.5°C), temblores, un estado de shock y muerte. Sobrevienen alteraciones digestivas
(vomitos y deshidratacion), rapido colapso cardiovascular y sangrado. Los animales
mueren antes de que se desarrolle la enfermedad (Barnett ez al., 1999). En los ultimos
afos se han reportado casos de Sindrome de Hemorragia pulmonar en caninos, similar a

los producidos en humanos (Klopfleisch et al., 2010).

-En las formas menos graves (aguda y subaguda) la enfermedad se caracteriza por
fiebre, anorexia, vomitos, diarrea, dolores musculares, hiperesplenismo, deshidratacion

y hemorragia (Adamus, 1997).

-Las infecciones subclinicas en perros por serovares patogénicos ocurren mas
frecuentemente que la enfermedad clinica (Langston and Heuter, 2003; Goldstein,

2010).

2.5. Diagnostico

Conseguir el diagnostico definitivo de leptospirosis es de especial importancia
debido a que la leptospirosis es una enfermedad zoonoética y posiblemente el canino es

un reservorio que puede infectar a otros caninos y al ser humano (Goldstein, 2010).
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Lamentablemente no es posible llegar a un diagnostico de leptospirosis basandose
solamente en los signos clinicos o en los resultados de las pruebas rutinarias de
laboratorio, debido a que es dificil de diferenciar de otras enfermedades (Levett, 2001a;
Adler and De la Pefia Moctezuma, 2010). Para establecer un diagnostico definitivo de
leptospirosis es necesario el apoyo del laboratorio especializado. Todas las pruebas
diagnosticas para la deteccion de leptospiras o de anticuerpos presentan ventajas y
desventajas, por lo cual se recomienda la utilizacion de una combinacion de dos o més
pruebas para permitir una mejor sensibilidad y especificidad en el diagndstico (Michna,

1970; WHO, 2003; Goris et al., 2012).

2.5.1. Técnicas de deteccidn del microorganismo

2.5.1.1. Examen directo en campo oscuro

Es la observacion directa de leptospiras en orina y otros fluidos corporales como
sangre, liquido cefalorraquideo o liquido peritoneal, en microscopio de campo oscuro
(Levett, 2004). La principal ventaja de esta técnica es la sencillez de su realizacion y la
rapidez con que permite realizar un diagnoéstico presuntivo. Las principales desventajas
son su baja sensibilidad y especificidad (Vijayachari et al., 2001). Baja sensibilidad
debida a que son necesarias 10* leptospiras por mililitro de muestra para poder ser
detectadas (Levett, 2001a); y baja especificidad debido a los artefactos presentes en las
muestras que son dificiles de distinguir de las leptospiras (proteinas séricas, hebras de
fibrina y otros residuos celulares). Ademas las leptospiras estan presentes en la orina en
concentraciones muy bajas y su eliminacion se produce de manera intermitente (Bolin,

1996; WHO, 2003). Esta técnica no es suficiente para hacer un diagnostico definitivo ni
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para descartar una leptospirosis en un diagnostico diferencial (Barthi et al., 2003; WHO,

2003).

2.5.1.2.  Inmunofluorescencia directa, Inmunohistoquimica y tinciones

histoldgicas especiales.

Son técnicas rapidas con una mayor sensibilidad y especificidad que la
observacion directa en campo oscuro. La sensibilidad depende del tipo de muestras
enviadas en relacion con el momento de la infeccion, su grado de conservacion y el
numero de leptospiras presentes en las mismas (Bolin, 1996). Las coloraciones
argénticas son usadas frecuentemente para identificar leptospiras en tejidos fijados. Sin
embargo, las dificultades de este método surgen por la extensa coloracion de la
reticulina y la inhabilidad de reconocer fragmentos de leptospiras, especialmente si hay
pocos organismos (Wild et al., 2002). La inmunohistoquimica, que amplifica la sefal
por un anticuerpo secundario que es contratefiido con hematoxilina, no tiene mayor
sensibililidad que los métodos de coloracion argénticos, pero facilita el diagnostico y
permite una mejor evaluacion de la morfologia de los tejidos y patogenia de la
enfermedad (Pereira da Silva et al., 2002; Wild et al., 2002). La interpretacion de los
test de inmunofluorescencia puede ser dificultosa y requiere personal de laboratorio
experto (Bolin, 1996). La especificidad es menor en el caso de las tinciones histologicas
especiales que en el caso de la fluorescencia e inmunohistoquimica, ya que éstas utilizan
anticuerpos especificos frente al germen (Hernandez, 2005). En general los conjugados
no permiten la determinacioén de la serovariedad, ya que se preparan con anticuerpos

policlonales (Prescott, 1991).
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2.5.1.3. Cultivo de Leptospiras.

El cultivo y aislamiento de las leptospiras a partir de distintas muestras biologicas
es el método definitivo de diagndstico de leptospirosis. La leptospiremia ocurre
tempranamente en el curso clinico de la enfermedad y generalmente es de corta
duracion y de bajo nivel. En la orina las leptospiras estan presentes luego de 4 a 10 dias
de iniciados los signos clinicos y la duracion de la excrecion es variable (Bolin, 1996;
Levett, 2001a; Levett, 2004). El aislamiento del organismo permite la identificacion
definitiva de la cepa infectante por medio de la caracterizacion genética y seroldgica de
los mismos (Levett, 2004). Sin embargo el cultivo es un procedimiento dificil, laborioso
y lento, requiere varias semanas de incubacion por lo que la mayor parte de los
laboratorios no lo realizan de rutina (Surujballi et al., 1997; Levett, 2001a; Barthi et al.,

2003).

La sensibilidad de la técnica no excede el 20% (Goris et al., 2012;
Limmathurotsakul ef al., 2012), y esta condicionada por diversos factores como el grado
de autolisis y contaminacioén de las muestras, el tiempo transcurrido desde la obtencion
hasta la inoculacién de los medios de cultivo, el uso de los medios de transporte y
cultivos apropiados y de la siembra de diferentes diluciones de la muestra en estos
medios (Michna, 1970). Las muestras de sangre deben ser colectadas en heparina u
oxalato de sodio y transportadas a temperatura ambiente, no debe usarse citrato ya que
es inhibitorio, ademas las muestras no deben ser colocadas en el freezer y deben ser
inoculadas en un medio semi-s6lido dentro de las 24 hs de la extraccion (Barthi et al.,

2003).

Las muestras de caninos utilizadas para cultivo son:
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-sangre en la fase aguda de la infeccion, especificamente en la primera semana

tras el comienzo de los sintomas y antes de iniciar el tratamiento antibiotico;

-orina (muestra mas utilizada) a partir del cuarto al décimo dia del inicio de los

sintomas;

-muestras de tejido postmorten o fetos (higado, rifién y pulmon en fetos) (Michna,

1970).

Los aislamientos de leptospiras son identificados por métodos seroldgicos o mas
recientemente por técnicas moleculares. Los métodos tradicionales se basaron en la
absorcion cruzada de aglutininas, sin embargo los laboratorios que pueden acceder a
esta técnica son muy pocos (Levett, 2004). El uso de paneles de anticuerpos
monoclonales permite a los laboratorios que realizan MAT, identificar aislamientos con
relativa rapidez. Sin embargo no existen anticuerpos monoclonales para todos los
serovares de leptospiras (Terpstra et al., 1987; Levett, 2004). Debido a las dificultades
asociadas con la identificacion seroldgica, se desarrollaron técnicas a partir de la
biologia molecular (Levett, 2004). Numerosas técnicas se han utilizado, tales como
analisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP)
(Marshall et al., 1981), analisis de los genes del ARN ribosémico el 16S rRNA (Perolat
et al., 1990; Morey et al., 2006; Cerqueira et al., 2009), electroforesis en gel en campo
pulsante y algunas técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Brown and
Levett, 1997; Levett, 2001a). En los ultimos afios se desarrollaron nuevas técnicas
moleculares como las repeticiones en tandem en nimero variable (VNTR, del inglés,
“Multilocus variable number tandem repeat”), el MLV A (del inglés, “Multilocus VNTR

Analysis”) y el MLST (del inglés, “multilocus sequence typing) (Majed et al., 2005;
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Ahmed et al., 2006; Salaiin et al., 2006; Thaipadungpanit et al., 2007; Ahmed et al.,

2012).

2.5.1.4. Técnicas de Biologia Molecular.

La PCR (Reaccion en cadena de la Polimerasa) es una técnica utilizada para el
diagnoéstico temprano de la enfermedad (Barthy ef al., 2003; Toyakawa et al., 2011).
Numerosos pares de primers se han descripto para la deteccion de leptospirosis, pero
son dos principalmente los que han tenido una extensa evaluacion clinica (Levett,
2004). Ambos métodos son mas sensibles que el cultivo, pero tienen limitaciones. Los
primers descriptos por Merien et al.(1992), amplifican fragmentos del 16s RNA tanto
de leptospiras patdégenas como no patogenas, mientras que los primers descriptos por

Gravekamp et al.(1993) no amplifica serovares de L. kirschneri.

Estas técnicas permiten amplificar fragmentos de DNA presente en suero, orina,
humor acuoso y tejidos corporales (Gravekamp et al., 1993; Bal et al., 1994; Brown et
al., 1995; Merien et al., 1995; Brown et al., 2003). Las ventajas principales son su
rapidez y que no requieren que las leptospiras estén viables o que mantengan su
integridad morfoldgica y antigénica (WHO, 2003). Ademas poseen una especificidad y
sensibilidad que puede variar entre un 50% y 90%. Esta técnica es muy util como
prueba de diagndstico de leptospirosis aguda en las fases iniciales de la enfermedad, ya
que puede dar un resultado positivo antes de que se desarrolle un titulo de anticuerpos
detectable o cuando los titulos son bajos (Ralph et al., 1993; Cerqueira and Picardeau,

2009; Toyakawa et al., 2011).
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La mayor limitacion es la posible presencia de inhibidores en la muestra,
principalmente en las muestras de tejidos, dando lugar a resultados falsos negativos.
Otro inconveniente es que es una prueba muy susceptible a los contaminantes con DNA

exogeno, pudiendo producirse falsos positivos (Cerqueira and Picardeau, 2009).

Actualmente se utiliza la real time PCR, una técnica simultdnea de amplificacion
y deteccion. Esta técnica presenta algunas ventajas con respecto a la PCR convencional
como son la rapidez por su menor tiempo de ensayo, automatizacion, posibilidad de
cuantificar el producto obtenido, mayor sensibilidad debido a que el limite de deteccion
es muy bajo, 10° bacteria/ml y mayor especificidad ya que se pueden utilizar
oligonucledtidos especificos combinados con fluor6foros como método de deteccion
(Smythe ef al., 2002). Ademas mediante esta técnica se pueden diferenciar leptospiras
patogenas de no patogenas (Barthy et al., 2003). El inconveniente que presenta es su
mayor costo y equipamiento necesario, por lo que es utilizada en pocos laboratorios y
referenciales, ademas uno de los factores criticos es la extraccion del DNA de la

muestra clinica (Cerqueira and Picardeau, 2009; Bourhy et al., 2011).

Tanto en la PCR convencional como en la real time PCR no se puede determinar
cual es la serovariedad infectante. Si bien conocer el serovar infectante no es necesario
para el manejo del paciente, es muy util para epidemiologia y salud publica (WHO,
2003; Levett, 2004). En las ultimos afios se han desarrollado nuevas técnicas de biologia
molecular que permiten determinar la cepa infectante (16S rRNA, VNTR, MLST), pero
estas técnicas son mas complejas y solo estan disponibles en pocos laboratorios de

investigacion (Cerqueira and Picardeau, 2009; Ahmed et al., 2012).
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2.5.2. Técnicas de deteccidn serologicas.

2.5.2.1. Microaglutinaciéon (MAT)

Es la técnica seroldgica de referencia internacional para la confirmacion de los
casos de leptospirosis. Ha sido empleada por mas de 70 afios, y en la actualidad es la
prueba mas utilizada para el diagndstico de la enfermedad (Guerreiro et al., 2001;
Levett, 2001a). En esta técnica los sueros de los pacientes reaccionan con suspensiones
vivas de diferentes serovares de leptospiras. Luego de la incubacion, el suero/antigeno
es examinado por microscopia de campo oscuro para observar aglutinacion y determinar
los titulos (Bolin, 1996; Levett, 2004; Goldstein, 2010). Esta técnica es compleja,

laboriosa, de dificil estandarizacion y subjetiva en su lectura (Levett, 2001a).

La lectura de MAT es realizada por microscopio en campo oscuro. El titulo de
corte es la mayor dilucion del suero en la cual ocurre una aglutinacion del 50%. Debido
a la dificultad de determinar el 50% de aglutinacion, se determina el 50% de leptospiras
libres, comparandolo con el control (WHO, 2003), por lo tanto la lectura es subjetiva y

es diferente en cada observador (Bharti er al., 2003; Levett, 2004).

El rango de antigenos usados debe incluir serovares representativos de todos los
serogrupos y de la region. Por lo que una muestra de suero debe ser testeado contra
multiples antigenos para establecer su condicion negativa (Levett, 2001a; Adler and De
la pefia Moctezuma, 2010). La MAT es una prueba serogrupo especifica y se basa en la
reactividad con antigenos lipopolisacaridos (Levett, 2004). Las variaciones de los
carbohidratos de las cadenas de los lipopolisacaridos son los responsables de la
diversidad antigénica observada en los diferentes serovares de leptospira (Guerreiro et

al., 2001).
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El uso de organismos vivos como antigenos es una de las desventajas de este
método. Es necesario mantener cultivos de todas las serovariedades que se van a
utilizar, lo que supone subcultivar rutinariamente gran cantidad de cepas, con el
consiguiente riesgo de infeccion para el personal de laboratorio. Ademas, esto supone
un riesgo de contaminaciones cruzadas entre los antigenos, siendo necesario realizar

verificaciones periddicas de cada serovariedad (Levett, 2001a).

La interpretacion de los resultados es complicada debido a las reacciones cruzadas
que ocurren entre los diferentes serogrupos, especialmente en muestras de fase aguda.
Los pacientes generalmente presentan similares titulos a los serovares de un mismo
serogrupo, pero existen reacciones “paradojales” en las cuales se detectan altos titulos a
serogrupos no relacionados con el infectante (Levett, 2001a; WHO, 2003; Levett, 2004;
Goldstein, 2010). Estas reacciones cruzadas son el resultado de la deteccion en la MAT
de anticuerpos de tipo IgM e IgG (Adler and Faine, 1978), asi como de la presencia de
varios antigenos comunes entre las leptospiras (Adler and Faine, 1978; Chapman et al.,
1987; Lin et al., 1997). Tras el periodo inicial de la enfermedad, estos anticuerpos
desaparecen gradualmente a medida que la respuesta inmunitaria madura, so6lo
permanecen detectables durante unas semanas o unos meses. Por el contrario, los
anticuerpos especificos de serovariedad y serogrupo pueden determinarse por MAT
durante anos (WHO, 2003). Esto indica que un resultado positivo en la MAT puede ser
de escasa utilidad para diferenciar una infecciéon presente de una infeccion pasada

(Lupidi et al., 1991; Levett and Branch, 2002).

Sueros pareados se requieren para realizar un diagnostico confirmatorio. Un

aumento de cuatro titulos o mayor entre sueros pareados confirma el diagnostico de
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leptospirosis aguda (Bolin, 1996; Barr et al., 2005; Adler and de la Pefia Moctezuma,
2010). El intervalo entre una primera y segunda muestra depende de los sintomas y la
forma de presentacion de la enfermedad. Debido a que la seroconversion no ocurre
rapidamente, el intervalo de tiempo entre una y otra muestra debe ser prolongado (10-14
dias) y si es necesario se debe repetir la toma de muestra (Brandao et al., 1978;
Appassakij et al., 1995; Bolin, 1996; Cumberland et al., 1999). Sin embargo en los
casos en los que se comienza temprano con una terapia antibiotica, puede ocurrir que no
se observe seroconversion y que no llegue a detectarse un titulo significativo (Goldstein,
2010). El diagnostico de leptospirosis aguda basado en una simple muestra debe ser
realizado con cautela, debido a que los animales que han tenido una infeccion anterior
pueden tener un titulo de anticuerpos significativo en la primera muestra de suero
examinada. Aunque normalmente hay un descenso gradual del titulo de anticuerpos a
medida que pasa el tiempo, es posible observar titulos mayores de 1:100 hasta dos afios
después de la infeccion y recuperacion del animal (Bolin, 1996). La MAT es insensible,
particularmente en muestras tempranas de la fase aguda de la enfermedad debido a que
los titulos de anticuerpos comienzan a elevarse a partir de los 7 dias de iniciada la
enfermedad (Faine, 1982; Sehgal et al., 1999; Levett, 2001a; Goldstein, 2010; Sykes et

al., 2011).

La MAT so6lo detecta anticuerpos aglutinantes, y por lo tanto los anticuerpos no-
aglutinantes no son detectados (Hartman ez al., 1984b; Ribotta et al., 2000; Surujballi
and Mallory, 2004; Iwamoto et al., 2009;). A su vez, esta técnica no permite diferenciar
entre anticuerpos vacunales y los producidos por la infeccion (Levett, 2001a). Por ello
la vacunacién canina con vacunas que contienen las serovariedades Canicola e

Icterohaemorrhagiae dificulta la interpretacion de los resultados serologicos frente a
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estas serovariedades. En general, los perros desarrollan un titulo de anticuerpos
aglutinantes relativamente bajo en respuesta a la vacunacion (1/100 a 1/400) y estos
titulos persisten solamente durante 1-3 meses. Sin embargo, algunos perros desarrollan
titulos mas elevados (1/3200), y aunque estos titulos declinan con el tiempo, pueden
persistir hasta seis meses o mas tras la vacunacion, complicando el diagnostico
(Hartman et al., 1984a; Barr et al., 2005). Cuando so6lo se obtiene una muestra para el
diagnostico de la enfermedad, deben considerarse los signos clinicos y los antecedentes

de vacunacion del canino (Bolin, 1996).

2.5.2.2. Antigeno termorresistente (TR).

En esta técnica se enfrenta el suero del paciente con un antigeno género especifico
obtenido a partir de una cepa de Leptospira inactivada por calor (30 minutos a 100°C)
(Mailloux et al., 1974; Mazzonelli et al., 1974). Luego de unos pocos minutos, se logra
observar una aglutinacion macroscopica caracteristica. La ventaja de esta técnica es su
rapidez, facilidad de ejecucion y su seguridad, debido a los antigenos utilizados
(Mailloux et al., 1974). El TR es una técnica que puede usarse como tamiz en
laboratorios clinicos de rutina menos especializados, indicado para el diagndstico de
infecciones recientes y en la fase aguda de la enfermedad, con la subsecuente
confirmacion de los resultados con la técnica de referencia MAT (Seijo and Mazzonelli,
1993; Brandao et al., 1998; Lilenbaum et al., 2002). En Argentina, el laboratorio de
referencia Nacional, perteneciente a la Red Nacional de Laboratorios de Leptospirosis
(RNLL), produce el reactivo TR y lo distribuye a los laboratorios provinciales de salud

publica para diagnostico presuntivo precoz de leptospirosis en humanos.
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No obstante, este método tiene numerosos inconvenientes, se requiere el uso de
muestras limpidas y bien conservadas, la produccién del reactivo es de dificil
estandarizacion, tanto entre laboratorios como dentro de un mismo laboratorio, y su
interpretacion es subjetiva, lo que dificulta la obtencion de resultados comparables.
Ademas, existen estudios que describen la obtencion de resultados falsos negativos y
falsos positivos utilizando este antigeno (Banfi et al., 1984; Regalado Segui et al., 1990;

Levett, 2001a;).

Existen en la actualidad pocos estudios publicados sobre validaciones del TR no
solo en humanos (Sulzer et al., 1975; Regalado Segui et al., 1990; Seijo and
Mazzonelli, 1993; Brandao et al., 1998;) sino también en las diferentes especies
animales (Weber et al., 1984; Lilenbaum et al., 2002). Los resultados de sensibilidad y
especificidad del TR son muy dispares. Ademas, la metodologia utilizada varia en cada
estudio por lo cual es dificil comparar y obtener conclusiones claras de cada uno de
ellos. Algunos estudios en seres humanos hallaron altas sensibilidades y especificidades
(> 95%) (Seijo and Mazzonelli, 1993; Brandao et al., 1998), otros han reportado
menores valores de sensibilidad y especificidad (69% y 83%) (Sulzer et al., 1975). En
caninos, uno de los pocos estudios hallados describe una sensibilidad del 94.3% y

especificidad de 91.7% (Lilenbaum et al., 2002).

2.5.2.3. Enzimoinmunoensayo (ELISA).

Es una técnica serologica que se usa de varias maneras dependiendo del tipo de
antigeno y los reactivos empleados durante el curso de la prueba (Adler et al., 1980;

Terpstra et al., 1985). La prueba so6lo detecta anticuerpos género especificos y no es

33



Chiani, Yosena -2013 -

apropiada para la identificacion del serogrupo o serovar. Los anticuerpos en los sueros a
estudiar son puestos en contacto con un antigeno que estd fijado en un soporte solido
como una placa de microtitulacion. Luego de un periodo de incubacion y de numerosos
lavados para eliminar excesos de anticuerpos, se afiade un anticuerpo antiespecie (a la
cual pertenece el suero probado) conjugado con una enzima. La actividad enzimatica es
entonces determinada por el agregado de un sustrato cromogénico. La intensidad de la
reaccion de color, que esta relacionada con la cantidad de substrato degradado, es

proporcional a la cantidad de anticuerpo presente en el suero (WHO, 2003).

Las técnicas de ELISA son sencillas de realizar, seguras, faciles de automatizar y,
por ello, tutiles para analizar un gran nimero de muestras en poco tiempo (Tijsen, 1987;

Ribotta et al., 2000).

En laboratorios donde no se dispone de los equipos y de la destreza necesarios
para la realizacion de la MAT, el resultado del ELISA puede adelantar el diagnostico
presuntivo hasta tanto se pueda derivar la muestra a un laboratorio de referencia para

confirmacion por MAT (Ribotta et al., 2000).

Ademas es aconsejable incluir dentro de las pruebas diagndsticas una prueba
género especifica como es el ELISA debido a que el panel de leptospiras a probar en la
MAT no siempre incluye las cepas que estan causando la enfermedad (WHO, 2003). En
estas pruebas género-especificas se detectan anticuerpos que reaccionan frente a
diferentes antigenos como las proteinas de la membrana externa y carbohidratos de bajo
peso molecular. Los carbohidratos generan una fuerte respuesta de inmunoglobulinas de

tipo IgM en etapas muy precoces de la enfermedad (Chapman et al., 1991).
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La deteccion de inmunoglobulinas por ELISA ha sido ampliamente usada para el
diagnostico de Leptospirosis y esta técnica es mas sensible que la MAT (Adler et al.,
1980; Hartman et al., 1984b; Ribotta et al., 2000). Adler and Faine (1983) demostraron
la presencia de anticuerpos género y especie especificos, no aglutinantes, que so6lo
pueden ser detectados por ELISA. Los ELISAs detectan ambos anticuerpos,
aglutinantes y no aglutinantes, estos ultimos no son detectados por la MAT (Adler et al.,

1980; Cumberland et al., 1999; Ribotta et al., 2000; Levett and Branch, 2002).

La eficacia del ELISA depende de tres factores como son el momento de
recoleccion de la muestra (etapa aguda o convaleciente), el tipo de inmunoglobulina

detectado y el tipo de antigeno utilizado.

Tipo de Inmunoglobulina: La IgM fue detectada por la técnica de ELISA a partir

de los 3 dias de iniciados los sintomas (Adler et al., 1980; Thiermann et al., 1983;
Winslow et al., 1997). En la respuesta inmune, la IgM es la primera en aparecer, pero en
individuos con una infeccion previa clinica o subclinica, la inmunoglobulina que
aparece antes y con mayor titulo es la IgG (Terspestra et al., 1985; Trueba et al., 1991;
Cumberland et al., 1999). Segun Adler et al. (1980) en los animales el patréon de la
respuesta de IgG e IgM sigue un patrén clasico (Adler and Faine, 1978). La IgG
comienza a generarse luego de la IgM, y perdura por mas tiempo (Adler et al., 1982).
En general, el ELISA IgG aunque no permite detectar infecciones muy recientes posee
una mayor especificidad que el ELISA IgM (Tijsen, 1987; Aviat et al., 2010). Segin
Trueba et al. (1990), la determinacion de IgG es mas eficiente y podria tener mas
aplicaciones practicas que la IgM. Estos hallazgos se explican por que la IgG tiene

mayor afinidad por los sitios de union del antigeno que la IgM (Bajani et al., 2003).

35



Chiani, Yosena -2013 -

Actualmente existen varios métodos comerciales que detectan tanto IgM como IgG
(Winslow et al., 1997; Bajani et al., 2003; WHO, 2003; Costa Ooteman et al., 2006; Mc

Bride et al., 2007).

Tipo de antigeno: Los antigenos utilizados para detectar los anticuerpos por

medio de la técnica de ELISA son varios entre ellos estan los antigenos sonicados
(Antigeno extractivo), antigenos obtenidos por calentamiento de células enteras,

péptidos sintéticos y antigenos recombinantes.

Los antigenos sonicados que son lisados de extractos celulares crudos y los
antigenos estables a calor obtenidos por calentamiento de células enteras comparten
determinantes antigénicos género-especificos, lo que permite que una preparacion
antigénica a un solo serovar es suficiente para el diagnostico de la leptospirosis causada
por diferentes serovares (Adler ef al., 1980; Adler and Faine, 1983; Fairbrother, 1984;
Milner et al., 1985; Terpstra et al., 1985; Ribotta et al., 2000; Surujballi and Mallory,
2004; Mc Bride et al., 2007). Los antigenos sonicados permiten detectar anticuerpos
contra diferentes antigenos presentes en las leptospiras, no sélo los implicados en la
aglutinacién como los que detecta la MAT (Adler et al., 1980). Esto constituye una
ventaja con respecto a la sensibilidad de los métodos de ELISA que utilizan este

antigeno.

Los péptidos sintéticos P1 y P2, contienen epitopes antigénicos de la LipL32.
Ambos fueron capaces de reconocer anticuerpos especificos (Lottersberger ef al., 2009).
Los mismos hallazgos fueron realizados por Aviat et al. (2010) quienes ademas
demostraron que la activacion de la respuesta inmune frente a los péptidos era mas

rapida que la respuesta de anticuerpos aglutinantes.
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Los antigenos recombinantes son proteinas con propiedades inmunogénicas,
presentes en Leptospira spp. patdgenas. La mas importante es la LipLL.32, pero también
se utilizan la OmpL1, Lig, LipL41, LipL36 (Flannery et al., 2001; Dey et al., 2004;
Iwamoto et al., 2009; La-ard et al., 2011). El uso del antigeno recombinante LipL32
tiene como ventaja la seguridad en el manejo, a diferencia de los extractos que se
preparan a partir de cultivos de leptospiras (Bomfim et al., 2005). Los test serologicos
basados en estas proteinas recombinantes pueden lograr altas sensibilidades y
especificidades debido a la alta concentracion de antigeno inmuno-reactivo y la falta de
antigenos no especificos, que si estan presentes en preparaciones de células enteras
(Flannery et al., 2001). La respuesta inmune frente a LipL.32 termina cuando el proceso
de invasion de cepas virulentas es detenido por el suministro de antibidticos (Aviat et
al., 2010). La LipL32 es producida en etapas tempranas de la enfermedad y luego es
liberada al medio, por lo tanto es posible que la respuesta especifica frente a esta
lipoproteina se active durante la etapa de incubacion de la enfermedad, mientras que la
respuesta de anticuerpos aglutinantes hacia antigenos lipopolisacaridos aparece mas

tarde (Aviat et al., 2010).

La mayor desventaja de utilizar un ELISA basado en la deteccion de anticuerpos
IgG para el diagnodstico temprano, es la aparicion tardia de estos anticuerpos durante el
curso de la respuesta inmune (Tahiliani et al., 2005). Sin embargo, se ha demostrado
que la cinética de la respuesta inmune IgG contra proteinas recombinantes es
comparable a la respuesta [gM contra preparaciones de extractos celulares (Haake ef al.,
2000b; Dey et al., 2004; Tahialini et al., 2005). Ademas, se ha demostrado que la
proteina recombinante fue capaz de inducir una respuesta IgG robusta frente a una

respuesta IgM indetectable, lo que se debid presumiblemente a una rapida
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seroconversion IgM-IgG (Haake et al., 2000b; Dey et al., 2004; Tahialini et al., 2005).
Segun Flannery et al. (2001) el ELISA con antigeno recombinante LipL.32 demostro
una sensibilidad comparable a los test de screening en la fase aguda de la enfermedad y
una alta sensibilidad en la fase convaleciente. Recientemente, se encontrd reactividad
IgG anti LipL32 en la fase convaleciente, mientras que poca o nula reactividad en la

fase temprana (Neves et al., 2007).

Los ELISAs desarrollados reportados en caninos, con diferentes antigenos, que
detectan IgM y/o IgG, muestran diferentes sensibilidades y especificidades. Estudios
que utilizaron antigenos calentados o extractos crudos mostraron una sensibilidad de
100% y especificidad de 95.6% (Ribotta et al., 2000) y “Muy buena” concordancia del
ELISA con la MAT (k=0.8) (Arias et al., 1999), respectivamente. Otros estudio que
utilizaron proteinas recombinantes como antigeno obtuvieron sensibilidades y
especificidades del 96.9% y 97.08%, respectivamente para la LipL32 (Dey et al.,
2004), y del 84.5% y 77.0% respectivamente para el antigeno recombinante del gen Lig
Ay B (La-Ard et al., 2011). Segin Iwamoto et al. (2009) la sensibilidad hallada en un
ELISA con la proteina recombinante OmpL1 fue muy baja (8.6%), pero la especificidad

fue alta (96.2%).

2.5.2.4. Otros métodos serologicos.

Entre ellos se pueden citar a la Hemaglutinacion indirecta (IHA),
contrainmunoelectroforesis, hemoaglutinaciéon (HA), radioinmunoensayo, entre otros
(Levett, 2001a, WHO, 2003). Estos métodos se emplean como tamiz pero en la

actualidad la gran mayoria de ellos no son utilizados.

38



Chiani, Yosena -2013 -

Uno de los avances mas recientes fueron los métodos rapidos de diagndstico en
humanos que usan diferentes formatos de ELISA como el test Dipstick-IgM y los
principales métodos de aglutinacion como es el Test de aglutinacion al latex (Smits et
al., 1999; Levett et al., 2001b; Effler et al., 2002; Dey et al., 2007; Mc Bride et al.,
2007). La mayoria de estos métodos son comercializados pero no estan disponibles en

Argentina.

2.6. Conceptos estadisticos y epidemiol6gicos.

2.6.1. Sensibilidad y Especificidad

La evaluacion de una prueba con respecto al estado verdadero de salud de un
individuo se mide como sensibilidad y especificidad (Tarabla, 2000). La sensibilidad es
la probabilidad condicional de un resultado positivo en un individuo con la enfermedad.
Mas grande es esta probabilidad, mas sensible es la prueba. La especificidad es la
probabilidad condicional de un resultado negativo en un individuo sin la enfermedad,
mas grande es esta probabilidad, mas especifica es la prueba. Para validar una prueba,
sus resultados pueden ser comparados con el verdadero estado de salud de los
individuos frecuentemente determinado por una prueba patron o standard de oro. Este es
un método de diagndstico o una combinacion de ellos que determina en forma absoluta

y sin error si una enfermedad/infeccion esta presente en un individuo (Tarabla, 2000).

2.6.2. Curva de eficacia diagnostica.
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Para el célculo de las areas de superposicion en las pruebas que expresan sus
resultados bajo una escala continua puede utilizarse una técnica de andlisis de una curva
conocida como ROC (del inglés: Receiver Operating Characteristic). Esta curva es una
representacion grafica de la relacion entre la sensibilidad y la especificidad de una
prueba diagnostica. Se construye graficando la sensibilidad contra (1-especificidad) y
describe la habilidad de una prueba para discriminar entre animales enfermos y sanos.
El area bajo la curva ROC (AUC, del inglés Area Unde rthe Curve) es igual a la
probabilidad de que un individuo con la enfermedad tomado al azar tenga un valor
mayor en la medicion que estamos efectuando, respecto de un individuo al azar sin la
enfermedad. Una prueba perfecta tiene un area del 100%, mientras que una prueba que
no mejora lo que obtendriamos por azar tiene un area del 50% (Tarabla, 2000). Esta
curva puede ser calculada por medio del programa MedCalc (Schoonjans, 1995). Para la
comparacion de dos pruebas diagnosticas distintas, se comparan las AUC de ambas

pruebas y la de mayor AUC sera la de mayor eficacia diagndstica.

2.6.3. Estadistico Kappa (k).

El Kappa (k) es una medida que corrige el resultado teniendo en cuenta el azar es,
definido como la fraccidon de la concordancia observada que no es debido al azar con
relacion a la concordancia maxima posible no debida al azar cuando se utiliza una
clasificacion categorica de una variable. El « se utiliza en la comparacion de los

resultados de una prueba con los de una prueba de “oro” (Szklo and Nieto, 2003).
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2.6.4. Estadistico J de Youden

El estadistico J es un indice resumen de la validez que combina la sensibilidad y
la especificidad. Este indice tiene la ventaja de no estar afectado por la prevalencia de la
enfermedad y es uno de los parametros preferidos, dado que utiliza una combinacion
simple de los valores de sensibilidad y especificidad. El valor maximo del indice es 1.0
cuando la sensibilidad y especificidad son 6ptimas. Un valor J = 0 se obtiene cuando la
prueba funciona igual que el simple azar (sensibilidad y especificidad de 50%). Este
indice otorga igual peso a la sensibilidad que a la especificidad; por tanto supone que

ambos son componentes importantes de la validez (Szklo and Nieto, 2003).

2.6.5. Valores Predictivos (VPP y VPN).

El valor predictivo de la prueba positiva o valor predictivo positivo (VPP) es la
probabilidad de que un animal positivo a la prueba esté realmente enfermo. El valor
predictivo de la prueba negativo o valor predictivo negativo (VPN) es la probabilidad

que un animal negativo esté realmente sano.

Dos factores que influyen marcadamente en los valores predictivos son la
sensibilidad y la especificidad. El VPP se ve mas afectado por cambios es la
especificidad de la prueba que por variaciones en la sensibilidad. Al aumentar la
especificidad se aumenta notablemente el VPP, mientras que esos cambios son menos
dramaticos cuando se aumenta la sensibilidad de la prueba diagndstica. De la misma

manera, el VPN se ve mas afectado por variaciones en la sensibilidad de la prueba, no
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obstante estas variaciones son menos notorias que las variaciones del VPP por cambios

en la especificidad (Tarabla, 2000; Szklo and Nieto, 2003).

2.6.6. Factor de riesgo. Odds Ratio (OR).

La asociacion existente entre el factor de riesgo y la enfermedad puede predecir
la existencia de la misma. El Odds ratio es la razon entre la probabilidad del evento de

interés y la probabilidad del evento complementario (de que no se produzca el evento).

Aritméticamente se reduce a la razon de niimero de casos enfermos dividida por la
de individuos que no desarrollan la enfermedad para cada categoria de exposicion

(Szklo and Nieto, 2003).

Para poder interpretar un OR es necesario siempre tener en cuenta cual es el factor
o variable predictiva que se estudia y cudl es el resultado o desenlace. El OR no tiene
interpretacion absoluta, siempre es relativa. El valor nulo para la OR es el 1. Un OR =1
implica que las dos categorias comparadas son iguales. El valor minimo posible es 0 y
el maximo tedricamente posible es infinito. Un OR inferior a la unidad se interpreta
como que el desenlace es menos frecuente en el grupo que se ha elegido como de interés

si en el grupo de referencia el evento ocurriera por azar (Aedo et al., 2010).

El OR permite: reconocer la naturaleza como factor de riesgo o de proteccion de
una exposicion, identificar la magnitud o fuerza de la asociacion, lo que permite hacer
comparaciones. Su valor es independiente de la incidencia de la condiciéon en estudio

(Aedo et al., 2010).
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Criterio de definicion de casos:

Se empled un criterio de definicion de casos que incluy6 los resultados a la
técnica serologica de referencia (MAT) y signos clinicos. Los criterios definidos son:

Casos confirmados y controles.

Se defini6 como casos confirmados a los caninos con sospecha clinica de

leptospirosis derivados para diagnostico que resultaron positivos a la MAT en un titulo

>1/200 en al menos un serovar.

Se considerd como controles a los caninos pertenecientes a una zona no endémica
para la enfermedad, que no presentaron signos clinicos ni antecedentes de vacunacion al

momento de la extraccion, que resultaron negativos a la MAT en un titulo < 1/100.

3.2. Muestras de Suero

Se analizaron 287 muestras de sueros caninos, de los cuales 85 pertenecian a
casos confirmados derivados para diagnostico y 202 a controles. Las 287 muestras
fueron empleadas para evaluar todos los métodos: ELISA-Ext, ELISA-P1, ELISA-P2,

ELISA-Recy TR.

Los casos confirmados fueron seleccionados a partir de muestras derivadas de la
provincia de Entre Rios, desde el afio 2005 hasta el afio 2010. Estas muestras fueron
derivadas para diagndstico de leptospirosis con la ficha clinico-epidemiologica
correspondiente (Anexo I), al Laboratorio de Referencia Nacional de Leptospirosis del

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) “Dr. E. Coni”. Todas ellas
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pertenecian a caninos con enfermedad clinica compatible con leptospirosis que luego

fue confirmada mediante MAT.

Los sueros de los controles fueron obtenidos a partir de dos muestreos realizados
durante el afio 2009, en diferentes zonas (periféricas, marginales, centro) de la ciudad de
San Luis, area no endémica para leptospirosis. Lo mencionado anteriormente esta
relacionado con el clima de la ciudad de San Luis, que es de tipo continental seco con
escasas lluvias y una temperatura anual media de 17°C. La prevalencia estimada de la
enfermedad para el primer estudio (n= 89) fue 19.7% y para el segundo estudio (n=113)
fue 6.6 %. Se incluyeron en este estudio como controles todas las muestras
pertenecientes a ambos muestreos que resultaron negativas a la MAT para un titulo

<1/100.

Los sueros de los casos confirmados y controles se conservaron a —70°C hasta la

realizacion de las pruebas.

3.3. Enzimoinmunoensayos.

3.3.1. Obtencion de antigenos.

A) Antigeno extractivo: es un antigeno obtenido de un lisado de un cultivo de

células completas de Leptospira. En la preparacion de este antigeno, se utilizd un
cultivo de L. Sejroe/ Hardjo. La eleccion de esta serovariedad como antigeno se debio a
que utilizando antigenos sonicados es posible detectar anticuerpos género especificos de
leptospiras (Adler et al., 1980; Adler y Faine, 1983; Fairbrother, 1984; Bughio et al.,

1999). El cultivo fue obtenido en medio liquido de Ellinghausen, McCullough, Johnson,
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Harris (EMJH) de 7 a 14 dias de desarrollo segun la técnica descripta por Adler et al.
(1980). El cultivo se centrifugé 20 minutos a 10 000 g, se lavd 3 veces con solucion
salina tamponada de fosfato (PBS) pH 7,2. Se sonicd 2 veces por 2 minutos, en un

Equipo Cole Palmer Ultrasonic Cleaner Bath Potencia 100W 42 kHz.

El contenido proteico en el extracto empleado se determind por el método de

Bradford en 0.6 mg/ml. Finalmente se alicuotd y se conservo a -20°C hasta su uso.

B) Antigenos Sintéticos (P1 y P2): La sintesis quimica de cada péptido individual

se realizd utilizando la quimica Fmoc (9-luorenilmetoxicarbonilo) para sintesis de
péptidos en fase solida, que se realiza desde el extremo C-terminal al N-terminal de la
secuencia, segun el método descripto por Atherton y Sheppard (1989). La técnica
consiste en incorporar de a uno los aminoacidos sobe una resina sintética derivatizada
de forma de obtener péptidos tipo amida (Tonarelli ef al., 2000). Por tltimo se realiza la
desproteccion final del péptido y separacion de la resina por tratamiento acido TFA
(trifluoroacético) en presencia de agentes de captura. Los péptidos sintetizados fueron
purificados por extraccion en fase solida y cromatografia en fase reversa utilizando
HPLC (del inglés: “High performance Liquid Chromatography”). Las muestras
purificadas luego fueron liofilizadas. La sintesis de los péptidos fue realizada en el
laboratorio de quimica organica (FBCB-UNL) por Lottersberger et al. (2009) y provista

para esta tesis.

C) Antigeno Recombinante: La obtencidn del antigeno recombinante de la LipLL.32

se realizd6 por técnicas de ADN recombinante a partir de Leptospira interrogans
serogrupo Icterohaemorragiae serovar Copenhageni cultivada axénicamente en medio

EMJH liquido, durante 7-14 dias (Flannery et a/., 2001). La expresion de las proteinas
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recombinantes y el mantenimiento y replicacion de los plasmidos se realizaron
utilizando diferentes cepas de E. coli. La purificacion de las proteinas recombinantes se
realizd6 por cromatografia de iones metalicos inmovilizados (IMAC, del inglés:

“Immobilized Metal ion Affinity Chromatography”).

Las proteinas recombinantes fueron sintetizadas y purificadas en el laboratorio de
Microbiologia aplicada, en el marco de un trabajo en colaboracion con el Laboratorio de

Bioquimica Microbiana (FBCB-UNL); y fueron provistas para esta tesis.

3.3.2. Determinacion de las condiciones Optimas y evaluacion de la actividad

biologica del ELISA IegG.

Como primer paso, se probaron diferentes marcas de placas de ELISA con un
panel de suero de referencia reducido, para determinar cual permitia la mejor
discriminacion entre positivos y negativos. Se determinaron las variables adecuadas
para la inmovilizacidon de los antigenos en la fase solida: estabilizacidén y conservacion

de las superficies de inmunocaptura (Tijssen 1987).

Se determinaron las condiciones para el ensayo. Para cada antigeno se determin6
el buffer de sensibilizacién a emplear, la dilucion optima de las muestras, concentracion

del conjugado y condiciones de cada una de las etapas del ensayo.

El antigeno se inmoviliz6 por adsorcion en la placa de poliestireno de 96 pocillos,
en una solucion tamponada. Las muestras se diluyeron en una solucion proteica y se
incubaron a 37 °C, para que los anticuerpos presentes en la muestra reaccionen con los

antigenos inmovilizados en la placa. La reaccion antigeno anticuerpo se detectd con un
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segundo anticuerpo marcado (anticuerpo de cabra anti-IgG canina, especifico del
fragmento Fc, conjugado con peroxidasa). El revelado se realizé por incubacion con una
solucion comercial de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) y agua oxigenada, que son
sustratos para que la enzima peroxidasa produzca un cambio de color de incoloro a azul.
La reaccion se detuvo agregando una solucion de acido sulfurico 2 M, y el color azul
vird al amarillo. La absorbancia se midié en un lector de placas de ELISAs a 450 y

630nm (Tijssen, 1987).

Con las condiciones determinadas se procesaron en cada placa por triplicado una
mezcla de sueros clasificados como controles (pool control negativo) y una mezcla de

sueros clasificados como casos confirmados (pool control positivo).

Los ELISAs se realizaron en el laboratorio de Leptospirosis de la Facultad de

Bioquimica y Ciencias Biologicas (FBCB-UNL).

3.3.3. Interpretacion de los Resultados.

Se procesé en cada ensayo por triplicado una mezcla de sueros provenientes de

casos controles (Ilamado control negativo) y se obtuvo una densidad optica media.

Las muestras incognitas se procesaron por duplicado y a doble ciego y se obtuvo
la densidad optica promedio de cada una de ellas. Los resultados se expresaron como
densidad optica corregida (DOC), la cual se obtiene, para cada muestra, dividiendo la
densidad optica promedio de cada muestra por la densidad optica media del control

negativo. Las muestras se consideraron positivas cuando la densidad dptica corregida
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resulté mayor que el valor o punto de corte (“Cut off”’) y negativas cuando resultd

menor o igual al punto de corte para cada ELISA en su evaluacion.

3.4. Test de Microaglutinacion con antigenos vivos (MAT)

Todos los sueros se analizaron por MAT, usando como antigeno cultivos frescos
en medio EMJH liquido segun la metodologia descripta por Faine y la Sociedad
Internacional de Leptospirosis (ILS) (Faine, 1982; WHO, 2003). Se utiliz6 una bateria
de cepas pertenecientes a 5 serovares segun las recomendaciones de la Asociacion
Argentina de Veterinarios de Laboratorio de Diagnodstico (AAVLD) para esta especie
animal (AAVLD, 1994). Los antigenos empleados corresponden a los siguientes
serogrupos (cepas de referencia entre paréntesis): Ballum (Castellon 3), Canicola
(Hound Utrecht IV), Icterohaemorrhagiae (M20), Pomona (Pomona), Pyrogenes

(Salinem).

Las muestras se consideraron positivas si presentaron un titulo en la MAT >

1/200.

Para los estudios epidemiologicos se consideré como serogrupo presumiblemente
infectante a aquel que se evidencia por el mayor titulo de anticuerpos frente a una cepa
representativa de ese serogrupo. La coaglutinacion es aquella que se presenta cuando
existe aglutinacion a iguales titulos en mas de un serogrupo debida a la presencia de

reacciones cruzadas heterdlogas frente a otros serogrupos.

Esta técnica se realizo en el laboratorio de Leptospirosis del INER “Dr. E. Coni”
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3.5. Aglutinacion microscopica con Antigeno Termorresistente (TR).

El antigeno utilizado se obtuvo a partir de un cultivo de la cepa Hardjoprajitno
(serovar Hardjo, serogrupo Sejroe) segiin la metodologia descripta por Mailloux et al.

(1974) y Mazzonelli et al. (1974).

Se mezcld el antigeno y el suero en iguales proporciones en un portaobjeto, y se
realizaron suaves movimientos de rotacion para facilitar la aglutinacion, se esperaron 4
minutos y se observo la formacién o no de una masa de aglutinacion (Mailloux et al.,

1974; Mazzonelli et al., 1974; WHO, 2003).

Esta técnica se evaludé en todos los sueros y se realizd en el laboratorio de

leptospirosis del INER “Dr. E. Coni”

3.6. Evaluacion de las Pruebas diagnosticas y Epidemiologia.

3.6.1. Sensibilidad v Especificidad.

La sensibilidad se calculd6 como la proporcion de individuos enfermos de
leptospirosis (Casos confirmados) positivos a las pruebas diagnodsticas a evaluar. La
especificidad se calculd como la proporcion de individuos sin leptospirosis (Casos

controles) que fueron negativos a las pruebas diagnosticas a evaluar.

Sensibilidad= PV x 100
(PV+FN)
Especificidad = NV x 100

50



Chiani, Yosena -2013 -

(NV+FP)

Donde PV son positivos verdaderos, FP falsos positivos, NV negativos verdaderos

y FN falsos negativos (Tarabla, 2000)

El indice de Youden se Calculd de acuerdo a la siguiente formula:

J= Sensibilidad + Especificidad- 1 (Szklo y Nieto, 2003).

3.6.2. Valores Predictivos Positivos (VPP) y Negativos (VPN).

Los VPP y VPN se calcularon de acuerdo a la base algebraica del Teorema de

Bayes, introducido a la practica médica por Connell y Koepsell (1985).

El VPP se calcul6 como:

VPP= PR x Sens

PR x Sens + (1-PR) x (1-Esp)

Por su parte el VPN fue calculado como:

VPN= (1-PR) x Esp

(1-PR) x Esp + PR x (1-Sens)

Con los valores predictivos se hicieron las diferentes interpretaciones de los

resultados de cada prueba diagnostica.
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3.6.3. Grado de Concordancia.

La concordancia fue determinada mediante el Kappa (k) (Tarabla, 2000), y el error

aleatorio se cuantifico por el IC95%.

K= CO-CE
1-Ce

Donde

CO=[PrA(H)yBH)HPrA(-)yB(-)]

CE=PrA(H)xBH)+PrA(-)xB(-)

2
n

La concordancia Observada (CO) se calculdé como la suma de la probabilidad de
los resultados positivos y negativos a ambas pruebas. Para corregir el grado de acuerdo

debido solamente al azar se calculo la concordancia esperada (CE) y la razén Kappa.

Una de las clasificaciones propuestas para la interpretacion de un valor de «, es la
de Altman (1991) quien considera una relacion “Muy buena” para un valor de k entre
0.8 y 1.0, “Buena” un valor entre 0.6 y 0.8, “Moderada’ entre 0.4 y 0.6, “Aceptable”

entre 0.2 y 0.4, y “Pobre” entre 0 y 0.2 (Szklo and Nieto, 2003)

3.6.4. Evaluacion de los ELISAs IgG desarrollados.

Los resultados de los ELISA se analizaron en relacion los resultados de la MAT
determinando segun el criterio de definiciéon de casos dos poblaciones de individuos

enfermos o sanos, segin son casos confirmados o controles. El analisis se realizd
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mediante el trazado de la curva ROC la cual se determina, para variables cuantitativas
continuas, la sensibilidad y la especificidad relativas de la prueba para los distintos
valores de corte seleccionando el que confiere el mayor rendimiento. El punto o valor
de corte se establece sistematicamente sobre todo el rango de los valores observados,
determinando sensibilidad y especificidad para cada uno de los k puntos operativos. Los

resultantes k pares son graficados como curva ROC.

Se compararon las AUC obtenidas para cada ELISA evaluado, para conocer si

existian diferencias significativas (P<0.05) entre las eficacias de ellos.

Se calcul6 la concordancia entre el ELISA y la MAT mediante el indice Kappa

(k).

Para determinar el valor de corte, sensibilidad, especificidad, IC 95%, AUC y
curva ROC de los diferentes ELISAs desarrollados se empled el programa Medcalc®
(Metz, 1978; Zweig and Campbell, 1993; Schoojans et al., 1995). La concordancia «, y

los Valores Predictivos se determinaron empleando el programa EPIDAT 3.1.

3.6.5. Evaluacion del TR.

La variable obtenida como resultado de la lectura del TR es cualitativa
(dicotémica). Para su evaluacion fue necesario confeccionar una tabla 2x2. Se
calcularon la sensibilidad, especificidad, IC 95%, indice de Youden, Valores

Predictivos y Kappa empleando el programa estadistico EPIDAT 3.1.
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3.6.6. Célculo de factores de riesgo. Odd Ratio (OR).

El OR fue calculado solamente para la variable sexo, para lo cual se confeccion6

una tabla 2x2 y se utiliz6 la siguiente formula:

OR =

o
o

X

bxc

Se define a y c: son los grupos en que se divide la variable que presentan la

enfermedad y b y d: son los mismos grupos pero sin la enfermedad.

Los célculos se realizaron mediante el programa estadistico EPIDAT 3.1.
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CAPITULO 4. RESULTADOS

4.1. Desarrollo de los Enzimoinmunoensayos (ELISAS) 1gG

4.1.1. Seleccién de la superficie de Inmunocaptura y estabilidad de los pocillos

sensibilizados.

Se realizaron ensayos utilizando dos marcas de placa de ELISA para determinar

cual permitia una mejor discriminacion entre positivos y negativos.

Se probaron placas Greiner y Costar y no se observo una diferencia significativa
entre ellas (p>0.05). Debido a una mayor disponibilidad, se decidi6 utilizar las placas

QGreiner.

Las condiciones 6ptimas de conservacion de los pocillos ya sensibilizados fueron

entre 4 y 10°C y con baja humedad.

4.1.2. Condiciones 6ptimas definidas para cada uno de los ELISAs desarrollados.

A) ELISA Extractivo: El antigeno extractivo fue inmovilizado por adsorcion
sobre policubetas de poliestireno utilizando una solucion de PBS 0.1M y pH 7.2. Se
incubaron 100ul por pocillo toda la noche a 4°C. Luego de la incubacién las placas se
lavaron 6 veces con buffer de lavado (PBS con 0.05% de Tween 20, pH 7.2). Las
muestras se diluyeron 1/100 en buffer proteico (PBS con 1% caseina) y 100ul de esa
dilucién se agreg6 a la placa y se incubd por 30 min a 37°C. Luego de la incubacion se
lavo 6 veces con buffer de lavado. El conjugado (anticuerpo de conejo anti-IgG de

perros, especifico del fragmento Fc, conjugado con peroxidasa; Jackson
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InmunoResearch) se diluy6é 1/8000. La dilucion del conjugado se realiz6 con una
solucion proteica y se incubaron 50ul por 30min a 37°C. Luego de la incubacion se
repitié el paso de lavado. El revelado de la reaccion se realizé con 50ul de 3,3°,5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB) listo para usar, incubando 15 min a 37°C. La reaccién se
detuvo con 50ul de acido sulfurico 2N y se midio la absorvancia a 450/630nm en lector

para microplacas de ELISA (RT-2100C, Kayto).

B) ELISA con Péptidos sintéticos y Recombinante: Los péptidos y el
recombinante fueron adsorbidos sobre policubetas de poliestireno. La concentracion
empleada fue para los péptidos de 2ug/100ul y para el recombinante 1ug/100ml en
solucion carbonato/bicarbonato (pH 9.6). Se incubaron 100ul por pocillo de la solucion
toda la noche a 4°C. Luego de la incubacion las placas se lavaron 6 veces con buffer de
lavado (PBS con 0.05% de Tween 20, pH 7.2). Las muestras se diluyeron 1/100 en
buffer proteico (PBS con 1% caseina) y 100ul de esa dilucion se agregd a la placa y se
incubd por 60min a 37°C. Luego de la incubacion se lavo 6 veces con buffer de lavado.
El conjugado (anticuerpo de conejo anti-IgG de perros, especifico del fragmento Fc,
conjugado con peroxidasa; Jackson InmunoResearch) se diluy6 1/3000 en una solucion
proteica y se incubaron 50ul de la dilucion por 30min a 37°C. Luego de la incubacion se
repitié el paso de lavado. El revelado de la reaccion se realizé con 50ul de 3,3°,5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB), listo para usar incubando 15 min a 37°C. La reaccién se
detuvo con 50ul de acido sulfurico 2N y se midio la absorvancia a 450/630nm en lector

para microplacas de ELISA (RT-2100C, Kayto).

57



Chiani, Yosena -2013 -

4.2. Evaluacion de los ELISAs desarrollados

Los valores de corte, sensibilidad, especificidad, area bajo la curva ROC y
Valores Predictivos obtenidos para cada ELISA se muestran en la Tabla N° 1.
Tabla N° 1. Valores de Corte, Sensibilidad, Especificidad, AUC y Valores

Predictivos para los diferentes ELISAs desarrollados (casos confirmados n=85,
controles n=202).

ELISA  Valor o4 Sens % Esp AUC %\VPP %VPN

con de
Antigeno Corte  (1IC95%)  (IC95%)  (1co506)  (1C95%)  (1C95%)

76.5 84.2 0.868 67.1 89.5
Ext 2.84
(66.0-85.0) (78.4-88.9) (0.824-0.905) (57.1-76.9) (84.9-94.1)
71.8 96.5 0.902 89.6 89.1
P1 2.49
(61.0-81.0) (93.0-98.6) (0.863-0.934) (80.1-96.7) (84.6-93.4)
74.1 67.8 0.749 492 86.2
P2 1.44
(63.5-83.0) (60.9-74.2) (0.695-0.798) (40.2-58.3) (80.5-91.8)
Rec 56.5 85.6 0.776 62.3 82.4
2.89

(45.3-67.2) (80.0-90.2) (0.723-0.823) (50.9-73.8) (77.0-87.8)

En primer lugar se hizo una evaluaciéon empleando por separado los controles del
primer y segundo muestreo realizado en San Luis, con prevalencias del 19.7% y 6.6%
respectivamente. Las AUC (ELISA-Ext 0.901, ELISA-P1 0.927, ELISA-P2 0.738 y
ELISA-Rec 0.784) fueron superiores cuando se emplearon los controles del segundo
muestreo. Sin embargo como los resultados obtenidos en ambos muestreos fueron

similares, se decidid incluir los controles de los dos estudios, para que sea mas
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representativo por el mayor numero de muestras y para reducir los Intervalos de

Confianza.

Se muestran a continuacion en las Figuras 6, 7, 8 y 9 las Curvas ROC obtenidas

para cada uno de los ELISAs desarrollados.

Curva ROC. ELISA- EXT
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Figura 6: Curva ROC para el ELISA Extractivo.
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Curva ROC. ELISA-P1
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Figura 7: Curva ROC para el ELISA-PI.

Curva ROC. ELISA-P2
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Figura 8: Curva ROC para el ELISA-P2.
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Curva ROC. ELISA-REC
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Figura 9: Curva ROC para el ELISA-Recombinante

En la figura 10 se muestran en forma comparativa las diferentes curvas ROC de
los cuatro ELISA desarrollados. Los valores de “p” obtenidos al comparar las AUC de
los diferentes ELISAs fueron: Ext-P1= 0.2002; Ext-P2=0.0001; Ext-REC= 0.0027; P1-
P2<0.0001; P1-REC<0.0001; P2-REC=0.3537. Los ELISAs con antigeno Extractivo y
P1 tuvieron un 4area bajo la curva ROC estadisticamente significativa mayor que los

ELISAs P2 y REC.
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Comparacion de las Curvas ROC de los cuatro ELISAs
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Figura 10: Comparacion de las curvas ROC obtenidas para los diferentes ELISAs.

En las figuras N° 11, 12, 13 y 14 se presentan los diagramas de puntos de los

diferentes ELISAs segun el criterio definido de casos confirmados y controles.

62



Chiani, Yosena -2013 -

Diagrama de puntos. ELISA- EXT
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Figura 11: Diagrama de puntos del ELISA-Ext

Diagrama de puntos. ELISA-P1
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Figura 12: Diagrama de puntos del ELISA-P1
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Diagrama de puntos. ELISA-P2
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Figura 13: Diagrama de puntos del ELISA-P2

Diagrama de puntos. ELISA-REC
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Figura 14: Diagrama de puntos del ELISA-Rec
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4.3. Evaluacion del Test de Aglutinacion macroscopica con antigeno

termorresistente (TR).

De las 287 muestras estudiadas mediante el TR, se obtuvo una sensibilidad del
70.59% IC 95% (60.3-80.9) y especificidad del 76.73% IC 95% (70.7-82.8). Los

valores predictivos obtenidos fueron: VPP 56.1% (46.2-66.0) y VPN 86.1% (80.8-91.4).

El valor obtenido para el indice de Youden fue 0.47.

4.4. Comparacion del TRy los métodos de ELISA desarrollados

La comparacion del TR y los ELISAs frente a MAT se realizd mediante la prueba

de concordancia Kappa. Los resultados se muestran en la tabla N°2.

Tabla N° 2. Comparacion de valores de Kappa para el TR y los diferentesELISAs,

frente a la MAT
Método utilizado Kappa (k) (IC 95%)
ELISA-Ext 0.5825 (0.4816-0.6833)
ELISA-P1 0.7171 (0.6264-0.8079)
ELISA-P2 0.3658 (0.2613-0.4703)
ELISA-Rec 0.4329 (0.3179-0.5479)
TR 0.4402 (0.3322-0.5482)

La concordancia frente a la MAT obtenida en el ELISA-P1 fue “Buena”, pero

para el ELISA-Ext, Rec y el TR fue “Moderada”, y “Aceptable” en el ELISA-P2.
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4.5. Factores de riesgo.

El anélisis de la positividad de la MAT segtn el sexo fue realizado en todos los
caninos incluidos en el estudio ya sean casos confirmados o controles. Los resultados

obtenidos figuran en la tabla N°3.

Tabla N°3. Sexo de los caninos estudiados y Positividad frente a la MAT

(n=287).

N°de  Caninos positivos

SEXO caninos  ala MAT (%)
MACHOS 103 47.6
HEMBRAS 181 18.2
Sin datos K T ———

Se realizo el analisis de riesgo de la variable sexo, con la probabilidad de enfermar
con leptospirosis. Para esta variable se observaron diferencias significativas en la
positividad a la MAT entre machos y hembras (p<0.0001). El valor de Odd Ratio fue
4.07 (2.37-6.99) lo cual evidencia que los machos tienen mayor probabilidad de

enfermar que las hembras.

4.6. Descripcion clinico-epidemioldgica de los casos confirmados (n=85).

Para realizar el analisis se utilizaron los datos obtenidos de la Ficha

epidemioldgica de los 85 casos confirmados derivados para diagnostico.
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4.6.1. Serovares mas reaccionantes a la MAT.

En la Tabla N° 4 se detallan los serovares con mayores titulos reaccionantes y los

presumiblemente infectantes.

Tabla N°4. Serovares mas reaccionantes a la MAT (n=85).

Serovar/serogrupo reaccionante N° %
Icterohaemorragiae/Icterohaemorragiae 25 29,41
Canicola/Canicola 22 25,88
Ballum/Castellonis 6 7.06
Pyrogenes/Pyrogenes 6 7.06
Pomona/Pomona 2 2.35
Coaglutinaciones 24 28.24

Las cepas mdas reaccionantes a la MAT en los sueros caninos fueron
Icterohaemorragiae y Canicola (55.29% de los casos confirmados). Sin embargo se
evidencié un 2.35 % de los casos donde el serovar presuntamente infectante fue
Pomona. Por otra parte en casi un tercio de los casos (28.2%) no se logr6é concluir el

serogrupo presumiblemente infectante debido a las coaglutinaciones.

4.6.2. Edad.

Los resultados de frecuencia de casos confirmados segun la edad del canino se
observan en la tabla N° 5. Para un mejor analisis la edad de los caninos se dividié en

cuatro rangos
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Tabla N°5. Frecuencia de edad entre los casos confirmados (n=85)

Ne° de .
EDAD . (%) de Positividad
caninos
<1 afio 10 11.8
1 a 5 anos 24 28.2
5 a 10 afios 28 329
>10 anos 8 94
Sin datos 15 17.6

4.6.3. Antecedentes de vacunacion.

De los 85 casos estudiados, 48 (56.5%) no estaban vacunados y so6lo 17 (20%)

tenian antecedentes de vacunacion. El dato de vacunacion fue desconocido en 20

caninos.

4.6.4. Signos clinicos
En la tabla N° 6 figuran los resultados obtenidos segun las variables clinica

analizada.
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Tabla N°6. Presentacion clinica de la enfermedad en los casos confirmados (n=85)

Hallazgos clinicos [\ casos con la % Caninos sin
variable datos

Inyeccion conjuntival 36 42.4 25
Sind. renal 33 38.8 27
Fiebre 25 294 25
Ictericia 23 27.1 25
Voémitos 22 25.9 26
Diarrea 6 7.1 26
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CAPITULO 5. DISCUSION

El cultivo de leptospiras a partir de una muestra de un individuo enfermo es el
método definitivo mas confiable para demostrar infeccion. Sin embargo, la dificultad de
obtener aislamientos y la necesidad de obtener rapidos resultados, se oponen a la
utilizacion de esta técnica para diagnodstico de rutina. Como resultado, el diagnostico de
la enfermedad se realiza generalmente mediante métodos seroldgicos. La MAT, es la
técnica serologica utilizada ampliamente en todo el mundo. Sin embargo, esta técnica
tiene muchas desventajas, lo que implica la necesidad de utilizar un test de diagnostico
alternativo. En muchos laboratorios para diagnoéstico en humanos se utiliza como
prueba tamiz el TR, sin embargo esta técnica tiene muchos resultados falsos positivos y
negativos y ademas, en caninos esta muy poco estudiada. Con el objetivo de encontrar
una técnica de deteccidon precoz y de facil realizacion, en este estudio desarrollamos y
evaluamos cuatro ELISAs con diferentes antigenos capaces de detectar anticuerpos

caninos anti-leptospiras de tipo IgG.

Si bien lo ideal hubiese sido estudiar casos y controles de una misma poblacion e
incluir tanto todos los positivos como los negativos a la MAT (método de referencia)
(WHO, 2003), debido a la baja sensibilidad de ésta, se decidio limitar la definicion de
casos empleada en este estudio. Como controles se emplearon sueros pertenecientes a
caninos asintomaticos, sin antecedentes de vacunacion y pertenecientes a una zona no
endémica para la enfermedad; la utilizacion de estas muestras permite inferir que un
suero MAT negativo pertenece realmente a un canino sano. Por otra parte, debido a que
no todos los caninos enfermos, aun con clinica y nexo epidemiologico, pueden ser
confirmados serologicamente, la definicion de caso estuvo basada en un resultado

positivo a la MAT no incluyéndose los casos sospechosos de leptospirosis que
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resultaran negativos a esta técnica. En estudios posteriores, se podrian comparar los
ELISAs desarrollados con otras técnicas de diagnostico como el cultivo y la PCR

aplicandolas en diferentes poblaciones caninas.

Existen observaciones realizadas por otros autores quienes describieron que
utilizando antigenos sonicados en el ELISA era posible detectar anticuerpos género
especificos de leptospiras (Adler et al., 1980; Adler y Faine, 1983; Fairbrother, 1984;
Bughio et al., 1999). Esto explica la razéon por la cual se utilizd como antigeno
extractivo una cepa de L. Sejroe/ Hardjo. Estos anticuerpos género especificos son los
primeros en aparecer en la respuesta inmune, lo que le aportarian a este método una
mayor precocidad. Este hecho constituye una ventaja para el ELISA debido a que puede
detectar mayor cantidad de casos en forma mas temprana y ocasionados por serogrupos

no empleados como antigeno en el panel de la MAT.

Los resultados de sensibilidad obtenidos en este estudio fueron para el ELISA-Ext

76.5%, ELISA-P1 71.8%, ELISA-P2 74.1% y ELISA-Rec 56.5%.

La mejor sensibilidad se obtuvo en el ELISA-Ext (76.5%), lo que podria deberse a
que el uso de antigenos sonicados permite detectar anticuerpos para diferentes y mayor
numero de antigenos, no solo los de superficie como la LipL32, sino también los
componentes inmunogénicos de la pared celular, la flagelina y el protoplasma. Si bien,
las sensibilidades obtenidas para el ELISA-P1 y ELISA-P2 fueron inferiores a las del
ELISA-Ext, sus valores no difieren demasiado. No obstante, las sensibilidades del
ELISA-P1, ELISA-P2 y del ELISA-Rec deberian haber sido mayor, debido a que en
estos ELISAs el antigeno se encuentra en altas concentraciones y son antigenos

inmunodominantes que no poseen los motivos no especificos de las preparaciones con
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extractos crudos celulares (Neves et al., 2007). En los ELISA-P1 y P2 esta menor
sensibilidad podria deberse a que los péptidos estan ubicados en el extremo C-terminal
de la LipL32, que a pesar de ser el dominio mas inmunogénico de la lipoproteina, no

siempre genera respuesta de tipo IgG (Hauk ez al., 2008; Vivian et al., 2009).

La principal limitante en la evaluacion de métodos para diagndstico de
leptospirosis, es la escasez de casos confirmados por cultivo. Debido a esto, los
resultados hallados con nuevos métodos seroldgicos son comparados con la MAT. De
esta manera una baja eficiencia de los ELISAs podria estar relacionada con la baja
sensibilidad de la MAT (Adler et al,, 1980). La MAT so6lo detecta anticuerpos
aglutinantes, mientras que los ELISAs detectan aglutinantes y no aglutinantes (Adler et

al., 1980; Hartman et al., 1984a; Ribotta et al., 2000; Iwamoto et al., 2009).

Existen pocos estudios de sensibilidad y especificidad donde se evaliia la MAT
frente al cultivo (Bajani et al., 2003). Uno de ellos fue realizado por Cumberland et al.
(1999). En este trabajo se encontrd una sensibilidad de la MAT de 30% y 63% en etapas
agudas y 76% en la etapa convaleciente, considerando un caso confirmado aquel donde
se logr¢ el aislamiento de leptospiras. Otro estudio realizado por Limmathurotsakul et a/
(2012), hall6 una sensibilidad de la MAT de 49.8%. Por lo tanto, una baja especificidad
de los ELISAs comparada frente a la MAT como método de referencia, podria deberse
mas bien a una falta de sensibilidad de esta que a una inespecificidad del ELISA. Las
especificidades halladas fueron para el ELISA-Ext 84.2%, ELISA-P1 96.5%, ELISA-P2
67.8% y ELISA-Rec 85.6%. Para el ELISA-P1, ELISA-P2 y el ELISA-Rec era
esperable una alta especificidad porque utilizan una superficie de captura formada

solamente por una alta concentracion de moléculas que contienen epitopes altamente

73



Chiani, Yosena -2013 -

conservados de leptospiras patogenas (Neves et al., 2007), y s6lo detectan anticuerpos
anti-LipL32 (Vivian et al., 2009). Segun lo esperado, se obtuvo una alta especificidad
del ELISA-P1 (96.5%) y buena especificidad del ELISA-Rec (85.6%), que fueron
superiores a la obtenida en el ELISA-Ext (84.2%). Contrariamente a lo obtenido en

estos ELISAs, el ELISA-P2 result6 con una baja especificidad (67.8%).

Los resultados de sensibilidad y especificidad obtenidos en este estudio son
menores a los descriptos por otros autores. Ribotta et al. (2000) obtuvo una sensibilidad
de 100% y especificidad de 95.6%, utilizando un antigeno estable al calor. Sin embargo
de las 179 muestras estudiadas s6lo 21 eran casos confirmados. Otro estudio con
antigeno recombinante LipL32 obtuvo 96.9% y 97.08% de sensibilidad y especificidad,
respectivamente en 137 muestras estudiadas, pero no se especificaron las condiciones

clinicas de los caninos evaluados (Dey ef al., 2004).

Sin embargo, los resultados de esta tesis fueron muy superiores a los hallados por
Iwamoto et al. (2009) quienes utilizaron el antigeno recombinante OmpL1 en 801
caninos con datos clinicos y de vacunaciéon muy bien documentados, y obtuvieron una
sensibilidad del 8.6%. Esta baja sensibilidad fue atribuida a la rapida disminucion de la

respuesta inmune frente al recombinante.

Si bien los resultados de este trabajo de tesis difieren de los mencionados
anteriormente, son similares o incluso superiores a los hallados por La-Ard ef al. (2011)
(sensibilidad 84.5% y especificidad 77.0%), Palaniappan et al (2004) (sensibilidad 76,
41 y 35%) o por Subathra et al. (2011) (sensibilidad 75.4% y especificidad 93.3%).
Estos autores utilizaron antigenos recombinantes del gen Lig, de las regiones constantes

y variables de LigA y LigB y de LipL41 respectivamente.
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Los mejores valores de AUC obtenidos para los ELISAs Ext y P1 (0.868 y 0.902)
fueron estadisticamente significativos comparados con las AUC de los ELISAs P2 y
Rec. Esto sugiere que estos dos ELISAs podrian tener utilidad como complemento de la
MAT, mas aun en laboratorios de baja o mediana complejidad, donde no es posible
realizar la MAT. De esta manera se tendria un resultado de forma mas temprana

mientras se deriva la muestra para confirmar mediante MAT.

Del mismo modo en la evaluacion de la concordancia de los ELISAs con la MAT,
el ELISA-P1 (k=0.7171) fue el que obtuvo la mejor concordancia a diferencia del
ELISA-Ext (k= 0.5825), el ELISA P2 (k= 0.3658) y el ELISA-Rec (k=0.4329). El
resultado obtenido para el ELISA-Ext es menor al resultado publicado por Arias et al
(1999) quienes evaluaron un ELISA con antigenos sonicados y obtuvieron una “Muy
buena” concordancia (k=0.8). Sin embargo las muestras estudiadas fueron s6lo 29, muy
pocas para validar un método diagnostico. No obstante este fue el tnico estudio previo

realizado en Argentina.

Existen evidencias que sugieren que la respuesta de anticuerpos en animales
domeésticos sigue un patron clasico de respuesta de IgM e IgG (Morris and Hussaini,
1974; Adler et al., 1980; Cousins et al., 1985; Terpstra et al., 1985; Geisen et al., 2007).
Si bien la IgM es mas precoz que la IgG, la afinidad de la IgG por el antigeno es mayor.
Debido a que la IgM es mas precoz que la IgG, los resultados de sensibilidad y
especificidad de los ELISAs IgG en etapas tempranas de la enfermedad deberian ser
menores a los obtenidos en etapas tardias. No obstante existen estudios que demostraron
que la respuesta inmune frente a los péptidos sintéticos es mas rapida que la respuesta

detectada por MAT (Aviat ef al., 2010), y que la cinética de la respuesta de la IgG para
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los antigenos recombinantes es similar a la respuesta IgM contra preparaciones de
antigenos de células enteras. En seres humanos, existen publicaciones que demuestran
menores sensibilidades y especificidades en etapas tempranas utilizando ELISAs IgG
tanto con antigenos recombinantes como extractivos (Flannery et al., 2001; Vanasco et
al., 2007). En este trabajo de tesis no se pudieron distinguir las diferentes etapas de la
enfermedad debido a la falta de informacion con respecto a los datos de fecha de inicio

de sintomas. Estos datos son muy dificiles de obtener en animales.

En este estudio se evalu6 el TR frente a la MAT y se obtuvo una sensibilidad de
70.59% y especificidad de 76.73%. Debido a que el TR se evalua frente a la MAT, al
igual que en los ELISAs, esta técnica puede estar afectada por las desventajas que
presenta la MAT. No obstante la baja sensibilidad y especificidad halladas en este
estudio concuerdan con las observaciones previas de falsos resultados negativos y
positivos hallados por otros autores (Banfi et al., 1984; Regalado Segui et al., 1990;

Levett, 2001a).

La sensibilidad del TR fue menor que la obtenida en el ELISA-Ext, ELISA-P1 y
ELISA-P2. Esta menor sensibilidad podria deberse en parte a que el TR sélo detecta
antigenos de superficie a diferencia del ELISA-Ext que detecta otros anticuerpos
ademas de los de superficie, o de los ELISAs P1, P2 y Rec donde la concentracion

antigénica utilizada es muy alta.

Los valores predictivos se calcularon en una poblacion de una prevalencia del
29.6% (Casos confirmados n=85 y casos controles n=202). Esta prevalencia es similar a
la prevalencia obtenida en muestras derivadas para diagndstico al Laboratorio de

Referencia Nacional de Leptospirosis. EI VPN obtenido en todos los métodos fue
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superior al 80%. No obstante si esperamos usar estos métodos como tamiz, los VPP
hallados fueron bajos. El1 VPP del TR (56.1%) y del ELISA-P2 (49.2%) fueron los mas

bajos de todos los métodos evaluados, pero el VPP del ELISA-P1 (89.6%) fue el mejor.

Si comparamos la concordancia del TR con la MAT, ésta fue “moderada”

(k=0.44), similar a la obtenida para los ELISAs P2 y Rec.

La dificultad en la interpretacion de los resultados fue otra de las limitantes de
este método, ya que requiere sueros limpidos, bien conservados y recientes. Una buena

observacion permitiria obtener un resultado mas confiable.

El indice de Youden es un indicador que combina la sensibilidad y especificidad
de una prueba y su ventaja es que no esta afectado por la prevalencia de la enfermedad.

El desempefio obtenido del TR en este estudio no fue bueno (J=0.47).

Existen muy pocos estudios previos de evaluacion de este método en caninos, y
los valores obtenidos en esta tesis son inferiores a los hallados por Lilenbaum et al.
(2002) (sensibilidad 94.3% y especificidad 91.7%). En el trabajo citado, los casos
controles solo representaron el 9.4% de la poblacion estudiada y provenian de caninos

con sospecha de leptospirosis.

Esta técnica también fue evaluada en cerdos, por Weber et al. (1984) quienes
obtuvieron una especificidad de 76.4% coincidente con la obtenida en esta tesis. Sin

embargo, la sensibilidad fue mayor (92.3%).

Los resultados de esta tesis también son similares a los resultados obtenidos en
muestras Humanas por Vanasco et al., (2010, 2012) (sensibilidad 83.5% y especificidad

71.8%) y Sulzer et al. (1975) (sensibilidad 69% y especificidad 83%). No obstante, los
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resultados se diferencian de las elevadas sensibilidades 97,7% e incluso 99,0% hallados

por Seijo y Mazzonelli (1993), y Brandao ef al. (1998) respectivamente.

Estos resultados sugieren que el TR no podria ser utilizado como prueba tamiz,
por lo cual deberia seleccionarse un método con un mejor desempefio en la deteccion

precoz de los casos.

En el analisis del sexo como factor de riesgo, tanto en casos confirmados como en
controles, se observaron diferencias significativas en la positividad a la MAT entre
machos y hembras. Estos resultados predicen una mayor asociacion entre la
probabilidad de enfermar de leptospirosis y los caninos machos (OR=4.07). Estos datos
coinciden con los registrados por la mayoria de los autores (Rubel et al., 1997; Rossetti
et al., 1999; Ward et al., 2002; Adesiyun et al., 2006). El mayor indice de positivos
entre los machos se atribuye a sus costumbres de comportamiento como habitos de

olfateo y lamido de las secreciones de sus congéneres (Rossetti et al., 1999).

En el analisis de la reactividad a la MAT de los casos confirmados, se encontrd
una mayor reactividad (29.41% y 25.88%) correspondiente a los serogrupos
Icterohaemorrhagiae y Canicola respectivamente. La presencia de serologia positiva al
serogrupo Icterohaemorrhagiae podria estar indicando un alto grado de cohabitacion
entre caninos y ratas (Rattus rattus), por ser esta especie el portador natural de este
serogrupo (Rossetti et al., 2001). Los serogrupos Ballun (7.06%), Pyrogenes (7.06%) y
Pomona (2.35%) evidenciaron menor reactividad. La reactividad encontrada en
Pomona, podria sugerir que estos caninos conviven o tienen contacto con cerdos o
bovinos, portadores naturales de este serogrupo. Lo mencionado anteriormente es

coincidente con un estudio realizado por Vanasco et al. (2004), quienes detectaron un
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brote en humanos causado por Pomona en un Tambo de Entre Rios, generado a partir de

cerdos y bovinos infectados por este serovar.

Los resultados obtenidos de reactividad a la MAT concuerdan con los obtenidos
por otros autores (AAVLD, 1994; Rossetti et al., 1999; Rossetti et al., 2001; Silva and
Riedemann, 2007; Cramer et al., 2008), pero se diferencian de otros estudios que
demuestran que la prevalencia de leptospirosis causadas por los serogrupos Canicola ¢
Icterohaemorrhagiae ha disminuido, debido al uso de vacunas que contienen estos

serovares (Adesiyun et al., 2006; Geisen et al., 2007).

En el 28.24% de las muestras no se logré concluir el serogrupo presumiblemente
infectante debido a las coaglutinaciones. Estas coaglutinaciones indican reacciones
cruzadas por la presencia de antigenos de membrana comunes entre los diferentes
serovares y serogrupos, o por anticuerpos que persisten de contactos infecciosos previos
con diferentes leptospiras, que pueden generar reacciones paraddjicas que hacen dificil
la interpretacion de la MAT, siendo necesario el aislamiento de las leptospiras en

cultivo y la tipificacion para establecer el serovar infectante (Romero et al., 2010).

Analizando los datos epidemiologicos de los casos confirmados obtenidos de la
ficha clinico-epidemioldgica se observd que el mayor nimero de caninos tenian entre 1
a 10 anos de edad. Estos resultados no coinciden con lo publicado por Rossetti et al.
(2001) quienes atribuyen un porcentaje mayor de reactividad a caninos adultos, debido a
una mayor probabilidad de contagio por un mayor tiempo de vida (Rossetti et al., 1999).
La diferencia registrada en esta tesis podria deberse a que el mayor numero de muestras

estudiadas esta comprendida entre 1 a 10 afios de edad (52 muestras para 1-10 afios vs 8
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muestras >10 afios). Sin embargo segin Alton et al. (2009) la edad no parece ser un

riesgo de infeccion de leptospirosis.

Cuando se analizé el antecedente de vacunacion en los casos confirmados se
observd que el 56.6% no presentaba vacunaciones previas, y que el 20% de los casos
confirmados tenian antecedentes de vacunacion. La ocurrencia de leptospirosis entre los
caninos vacunados podria deberse a la corta duracion de la proteccion causada por la
vacuna (6 meses a 1 afo), o debido a que los serovares incluidos en la vacuna no
protegen frente a la infeccion con otro serovar, o al uso de vacunas no efectivas por
mala conservacion de las mismas (Adesiyun et al., 2006). En los casos estudiados no se

conoce la fecha de la Gltima vacunacion.

Las manifestaciones clinicas como Inyeccion conjuntival y sindrome renal fueron
las que estuvieron presentes con mayor frecuencia en los casos confirmados, seguidas
por fiebre, vomitos e Ictericia. Era esperable que la fiebre se presentara en una mayor
cantidad de casos (Bolin, 1996). La Diarrea fue la presentacion clinica menos
observada. Estos resultados estan relacionados a los serogrupos que tuvieron mayor
reactividad. Los sintomas mas comunes asociados a estos serogrupos son: enfermedad
renal y gastroenteritis para Canicola y enfermedad hepatica y sindrome Hemorragico
para Icterohaemorrhagiae. No obstante estos resultados podrian estar sesgados debido a

la dificultad de obtener la informacion clinica en los animales.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis, se puede

arribar a las siguientes conclusiones:

- Este estudio permitié desarrollar y evaluar nuevos métodos que permitirian
realizar un diagnoéstico de leptospirosis canina mas precoz y eficiente que los métodos
disponibles. Por primera vez en el pais se desarrollaron y evaluaron cuatro ELISAs de
tipo IgG utilizando diferentes antigenos: extractivos, péptidos sintéticos y antigenos

recombinantes para diagnostico de leptospirosis canina.

- Los ELISAs con antigeno extractivo y Péptido sintético 1 permitieron detectar
mayor cantidad de casos confirmados que los ELISAs con antigeno P2 y Rec. Los
valores de AUC (0.868 y 0.902) fueron significativamente mayores en estos ELISAs
que en P2 y REC. Ademas la concordancia con la MAT en los ELISAs-Ext y P1 fue
mejor que en los otros dos ELISAs. La mayor sensibilidad fue obtenida por el ELISA-
Ext y la mayor especificidad por el ELISA-P1. Estos hallazgos permitirian concluir que
en el caso de elegir un antigeno para un ELISA para el diagnostico de Leptospirosis
canina en Argentina, los de eleccion serian el Extractivo y P1, solos o combinados en un
mismo ELISA, que podrian ser utilizados como una prueba complementaria a la MAT.
Estos métodos podrian detectar mayor niimero de casos en forma mas precoz en
laboratorios de baja y mediana complejidad para luego derivar las muestras a un

laboratorio especializado que confirme la leptospirosis mediante MAT.

- El TR tuvo una baja sensibilidad (70.6%) y especificidad (76.7%). El ELISA-
Ext y el ELISA-P1 mostraron una mayor sensibilidad y especificidad que el TR. Asi

mismo el VPP hallado en el TR fue menor al obtenido en el ELISA-Ext y el ELISA-P1.
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Estos resultados nos indicarian que no seria conveniente el uso del TR como uUnica
prueba tamiz, y la necesidad de la incorporacion de otras técnicas, que detecten mayor
cantidad de casos y sean de facil realizacion en laboratorios donde la MAT, debido a su

complejidad, no puede ser utilizada.

- Los machos tienen mayor probabilidad de enfermar de leptospirosis, estos

resultados coinciden con estudios previos.

- En la descripcion de las caracteristicas clinico-epidemioldgicas y de los
serovares mas reaccionantes a MAT de los casos confirmados se concluy6 que: los
serogrupos presumiblemente infectantes mas frecuentes fueron Icterohaemorragiae y
Canicola, que el 20% de los casos tenian antecedentes de vacunacion y que los signos
clinicos mas frecuentes fueron la Inyeccion Conjuntival y Sindrome renal seguidos por
Fiebre, Ictericia y vomitos. Estos resultados se relacionados con los signos clinicos que
se presentan cuando los serogrupos infectantes son Icterohaemorrhagiae y Canicola.
Estos hallazgos son ttiles como antecedentes y aportan al conocimiento de la clinica y
epidemiologia de la leptospirosis en Argentina. Ademas contribuyen a la
implementacion de medidas de prevencion y control adecuadas, como el desarrollo de
actividades de promocion dirigidas a la poblacion y a médicos veterinarios, al control
integrado de roedores y a la vacunacion de las especies susceptibles. Asi como
fortalecer el sistema de vigilancia y el aporte de nuevas técnicas para reducir el impacto

de la leptospirosis en nuestro pais.
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CAPITULO 8. ANEXO.

8.1.FICHA CLINICO- EPIDEMIOLOGICA DE LEPTOSPIROSIS CANINA

DATOS DEL CANINO

Nombre:.......ovvvviviiiiiinninnn. Edad:.................. Sex0:i..iiiiiiiiii
Vacunaciones:..........c.c.eeeeeenninnn... Desparasitaciones:.............cceeevieinnnn.
Propietario:............ccooeiiiiiiiinnn, Localidad:..........cccovviiiiiiiii,
Domicilio:......ooevieiiiiii Teléfono:......oovieiiii i
DATOS DE LA ENFERMEDAD

Fecha primeros sintomas:......................... Fecha Toma de Muestra:............
Sintomatologia:

Sindrome Renal:.................. Ictericia:.................. Fiebre:................o.il
Inyeccion Conjuntival:...................... Vomitos:................ Diarrea:.............
OtrOS: et

FUENTE PROBABLE DE INFECCION

Contacto con animales domeésticos?...........ccvrrvvrennen. Cuales?....ccovvvevveeerieerieeeieens
Vacunados?........ccceeveeeveeeieeneennnnnns Desparasitados.............coeveiiiiiiinnnn..
Contactos con Roedores?...........ccoc.e.... Rios-arroyos?:......... Alcantarillas?

Sale ala calle?.........ccoceveeennenn. OtroS?...uveecveeeeieecree e,
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DATOS DE ESTABLECIMIENTO NOTIFICADOR
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