El Empleo de un Antigeno de la Cepa

Patoc de L. biflexa en Investigaciones

de Campo sobre la Leptospirosis*

MARIUS ELIAN! e [. NICOARA?

Se exponen los resultados de un estudio en colaboracién
de la aplicacién de un antigeno de la cepa Patoc de Leptos-
pira biflexa en la prueba de fijacion del complemento como
medio de diagnéstice de leptospirosis causadas por una
gran vartedad de serotipos. Y se justifica la adopcién de
este antigeno en los laboratorios de campo por la sencillez
de su aplicacion y porque los resultados de la prueba de
fijacion del complemento en él basada coinciden en el 90 %
de los casos con los de la prueba de aglutinacion.

La claboracién de un método ripido de
laboratorio para el diagnéstico precoz de la
leptospirosis humana, ha sido, desde hace
alglin tiempo, una de las principales preocu-
paciones del Departamento de Leptospirosis
del Instituto Dr. I. Cantacuzino, de Buca-
rest.

Que la cepa Patoc de Lepiospira biflexa
se coaglutina en més del 50 % dc los casos de
leptospirosis causados por una variedad
de otros serotipos paldgenos (1-3), lo
confirmaron la Dra. Nina Sturdza y uno
de los autores del presente trabajo (M. E.)
al utilizar un antigeno preparado con dicha
cepa en la prueba de fijacién del comple-
nmento. Las investigaciones llevadas a cabo
con este antigeno han revelado que tiene
una polivalencia més marcada en la prueba
de fijacién del complemenio que en la de
aglutinacién (4, 5). También se observd
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que durante la primers semana de la en-
fermedad, la prueba de fijacién del comple-
mento resulté positiva antes que la de
aglutinacién, aunque, en conjunto, hubo
concordancia entre las dos pruebas en, poco
més o menos, el 90% de los casos.

Durante el trienio 1959-1961, fueron
sometidos, en nuesiro laboratorio, a la
prucba de fijacién del complemento y a la
de aglutinacién, méds de 2.000 sueros de
personas que se sospechaba  estuviesen
infectadas de leptospiras, y los resultados
asi obtenidos nos indujeron a enviar, en
1961, antigeno Patoc de L. biflexra a ires
laboratorios regionales para que se hiciesen
en ecllos cstudios experimentales. Ya en
1962, cl alto grado de roncordancia regis-
trado en estos ensayos entre los resultados
de la prueba de fijacién del complemento y
de la de aglutinacién hizo que se recomen-

* Este trabajo se llevé a eabo en el Departa-
mento de Leptospirosis del Instituto Dr. L.
Cantacuzino de Micrabiologia, Parasitologia y
Epidemiologia, de Bucarest, Rumania (Jefe del
Departamento, Dra. Nina Sturdza); v se publica
en inglés en el Bulletin of the World Health Or-
ganization.
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dara la adopcién de la prueba de fijacién
del complemento con antigeno Patoc de
L. biflexa en todos los laboratorios regio-
nales de Rumania. Estos laboratorios utili-
zaron el nuevo antigeno en la prueba de
todos los casos sospechosos de leptospirosis
humana; todos los sueros que resultaron
positivos a la reaccién de fijacién del com-
plemento se enviaron al laboratorio central
de Bucarest para su verificacién por la
prueba de aglutinacién y para su tipifica-
cién.

Con el fin de poner de manifiesto el valor
practico de este antigeno, se describen en
el presente trabajo los resultados obtenidos
en los estudios de campo llevados a cabo en
nueve laboratorios bacterioldgicos (bajo el
control de las Estaciones Antiepidémicas
Regionales), en los que se adopté, como
método corriente, la prueba de fijacién
del complemento con antigeno Patoc.
Desde el 1° de enerc hasta el 1° de octubre
de 1962, en tales laboratorios se exami-
naron 900 muestras de suero procedentes
de personas que se sospechaba padecian
leptospirosis, o que se encontraban en focos
epidémicos.

Materiales y métodos

1. Antigeno

A principios de 1962 el Instituto Canta-
cuzino envid el antigeno Patoc de L. bifleza
a los laboratorios de campo, como producto
de uso corriente. Se preparé de la cepa Patoc
I, recibida en 1957 del Profesor B. Babu-
dieri, de Italia, que se desarrolla en forma
rapida y abundante. Cultivos de 10 a 12
dias en 15 ml. de medio Korthof (tubos de
18/18) se incubaron a una temperatura de
28° C. y se centrifugaron durante hora y
media a 15.000 revoluciones por minuto.
El sedimento se volvié a suspender en
solucidén salina fisiolégica que contenia
1/10.000 de tiomersal (1/20 del volumen
inieial), y se conservé a una temperatura
de 4° C. durante un plazo de 3 a 5 dias.

Despuds, se tituld cada lote de antigeno
segin se indica mas adelante, de acuerdo
con su capacidad especifica de fijacién y
su actividad no especifica. La titulacién
se llevé a cabo en comparacién con cinco
sueros humanos negativos conocidos y con
cinco sueros positivos (un suero anti-biflexa
Patoc de conejo, y cinco sueros humanos
de infecciones de L. pomona, L. ictero-
haemorrhagiae, L. hebdomadis y L. bataviae).

Se tomé como titulo de fijacién del com-
plemento del antigeno, el promedio del
titulo especifico frente al suero anti-Patoc
y los obtenidos en la titulacién de los cinco
sueros humanos positivos, calculado sobre
la dltima dilucién que daba resultado
positivo de +-+-4. La dosis de prueba
del antigeno debe contener cuatro unidades
de fijacién del complemento en una con-
centracién cuatro veces menor, como mi-
nimo, que el titulo anticomplementario o no
especifico.

El antigeno se mantiene estable, por lo
menos, durante seis meses a partir de la
fecha de su preparacién. En cada muestra
se indica la dilucién de prueba.

2. Método

La prueba de fijacién del complemento
se llevé a cabo de acuerdo con la técnica
de Bengston (6), que se adopté porque se
utiliza de ordinario para el diagnéstico de
infeceiones de rickettsias y resulta adecuada
para las actividades sobre el terreno. En
ciertos casos, los laboratorios de campo ensa-
yaron sueros pareados o seriados y com-
probaron aumento de los titulos.

En el Departamento de Leptospirosis del
Instituto Cantacuzino se recibieron unas
200 muestras de suero humano procedentes
de los laboratorios regionales. De ellas,
170 (que correspondian & 153 casos de leptos-
pirosis) habian resultado positivas a la
reaccién de fijacién del complemento en los
citados laboratorios, y las 30 restantes ha-
bian resultado negativas tanto en la prueba
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de fijacién del complementio, como en la
de aglutinacién. En dicho Departamento se
repitié la prueba de fijacién del comple-
mento de 71 de los 170 sueros que habian
resultado positivos en los laboratorios
regionales.

También se llevé a cabo la prueba de
aglutinacién répida en placa con antigeno
vivo (7) de las 200 muestras de suero re-
cibidas. A este fin, se obtuvo una solucién
salina fisiolégica al 1:50, del suero sometido
a prueba. Varias gotas de esta dilucién se
colocaron en dos o tres placas, siendo su
numero igual al de cepas de leptospirosis
que iban a ser ensayadas. Con una pipeta
Pasteur de punta fina se afiadié una gota
de cada cepa a la correspondiente gota de
suero (todas las gotas eran de igual volu-
men). Seguidamente, cada gota doble se
mezclé con un agitador de vidrio y al cabo
de 20 minutos se leyeron los resultados en
campo obscuro. Las placas se conservaron
en una atmésfera hidmeda bajo cubreobje-
tos de Petri. Si el resultado del primer
examen resultaba positivo, se llevaban a
cabo nuevas pruebas con diluciones dobles
sucesivas de suero hasta llegar al titulo final
que todavia aglutinaba la cepa.

Se utilizaron los 12 serotipos siguientes de
Leptospira que se habian conseguido en 1957
del Laboratorio de Referencia para la Lep-

tospirosis de Amsterdam (Profesor J. W.
Wolff):

L. ieterohaemorrhagiae Wijnberg AB
L. ranicola Utrecht

L. grippotyphosa Bernkopf
L. sejroe M84

L. hebdomadis Hebdomadis
L. pomonag Pomona

L. hyos Mitis Johnson

L. australis A Ballico

L. autumnalrs Akivami AB
L. bataviae Swart

L. ballum Mus 127

L. javanica Poi

Resultados

Como se indica en el cuadro, 152 personas
resultaron positivas a la reacecién de fijacién
del complemento en los laboratorios de
campo, con titulos que variaron de 1/4 a
1/4.096. Las pruebas de control hechas en el
laboratorio de Bucarest confirmaron la
indole positiva de 138 de ellas a la prueba de
aglutinacién. De los sueros negativos a la
reaccién de fijacién del complemento reci-
bidos en dicho laboratorio (sin indicacién
del dia de la enfermedad en que se tomaron
los sueros) se descubrid que uno tenia aglu-
tininas anti-hyos a un titulo de 1:12.800.

Por consiguiente, los resultados de la

COMPARACION DE LA DISTRIBUCION DE LOS TITULOS DE FIJACION DEL
COMPLEMENTO Y DE AGLUTINACION

Titulo de fijacion del complemento Media geo-
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prueba de fijacién del complemento coinci-
dieron con los obtenidos en la de aglutina-
cién en el 90% de tales muestras. Un exa-
men més detenido de los datos revel6 que 5
de los 14 sueros negativos a la prueba de
aglutinacidn, si bien positivos a la de fija-
cién del complemento, procedian de pa-
cientes cuya enfermedad se hallaba en el
tercero o cuarto dia de su evolucién y que
los 9 restantes eran de pacientes de cuya
enfermedad no se habia indicado el comienzo.

De los 71 sueros positivos a la reaccién de
fijacién del complemento en los laboratorios

de camno, de los que se renitid Ia prnpha en
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el laboratorio de Bucarest, en 56 se obtuvo
el mismo titulo en ambas pruebas. De los 15
restantes, 8 dieron en Bucarest resultados
negativos (aunque la prueba de aglutina-
cién fue positiva en 3 de ellas) y 7, reaccién
positiva a dos o tres diluciones inferiores a
las de los laboratorios de campo. Esas dis-
crepancias pudieron deberse a errores
técnicos.

El empleo de la prueba de fijacién del
complemento por los laboratorios de campo
permitié descubrir 65 casos esporidicos de
leptospirosis vy 79 casos en cinco pequefios
focos epidémicos registrados en cinco re-
giones. Como consecuencia de los resultados
preliminares obtenidos en dicha prueba, se
llevaron a cabo nuevas investigaciones epi-
demioldgicas y serolégicas que permi-
tieron conocer el ndmero exacto de casos
humanos en los citados focos (se encon-
traron otros 9) y descubrir un reservorio
animal de la infeccidn.

Hay que sefialar, ademds, que, en uno de
los laboratorios de campo, la inoculacién de
cobayos con orina de un paciente positivo
respecto de la reaccién de fijacién del com-
plemento permitié aislar una cepa de leptos-
pirosis.

Las pruebas de aglutinacién realizadas en
el laboratorio de Bucarest revelaron que el
serotipo predominante fue el de pomona, que
causé un gran ntimero de casos en los pri-
meros diez meses de 1962. Los 138 confirma-
dos por Ia prueba de aglutinacién, se de-

bieron a los siguientes serotipos: pomona, 65
casos; sejroe, 34; icterohaemorrhagiae, 13;
hyos, 6; canicola, 3; y sin determinar, 17
€asos.

Discusién

La reaccién utilizada casi universalmente
hasta ahora para el diagndstico de labora-
torio de la leptospirosis ha sido la prueba de
aglutinacién, que no sélo es relativamente
rapida, sino que, ademds, proporciona la
mejor indicacién del serotipo causante.
Ahora bien, debido a2 la necesidad de em-

plear por lo menos doce serotipos, y al hecho
de que, con frecuencia, se utilicen cepas
vivas, este método resulta de dificil aplica-
cién en los laboratorios de campo. Ademés,
la conservacidn de las cepas, Ia sensibilidad
de la reaccién, las pruebas de control y la
exactitud necesaria de interpretacién exigen
los servicios constantes de un especialista.

Nuestra experiencia muestra que, en
ciertos casos, el titulo de aglutinacién de una
nuestra de suero puede variar de una titu-
lacién a otra. Borg-Petersen (8) sugirié que
esta variacién podria deberse en parte a la
edad y densidad de la cepa. Babudieri y
Castelli (9) demostraron que diferentes cepas
del mismo serotipo antigénico reaccionan en
forma muy distinta frente al mismo suero, y
recomendaron el empleo de varias cepas que
se consideren como las més sensibles.
Nuestras observaciones han indicado que,
incluso la misma cepa, muestra a veces una
sensibilidad muy distinta de una titulacién
a otra. En 20 muestras que en los labora-
torios de campo habian resultado positivas
a la reaccién de fijacién del complemento
y negativas al ser examinadas por primera
vez mediante la prueba de aglutinacién, la
repeticién de esta tltima prueba con otras
cepas del mismo serotipo dié resultados
positivos, a veces con titulos muy elevados.

A partir de estos resultados, se puede
afirmar que un tftulo elevado de fijacién del
complemento corresponde, con toda seguri-
dad, a un caso agudo de leptospirosis. En
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realidad, en muchas ocasiones el resultado
de la prueba de fijacién del complemento ha
sido un indicio muy 1til, que obligd a repetir
la prueba de aglutinacién o a utilizar un
nuevo serotipo en dicha prueba.

La introduccién en la prictica ordinaria
de laboratorio del antigeno Patoc de L.
biflexa, que es especifico en cuanto al género,
v parece que produce reacciones positivas
con sueros de pacientes de leptospirosis,
cualquiera que sea el serotipo causante, ha
facilitado el descubrimiento de una amplia
variedad de casos humanos de la enfermedad.
En el estudio que se acaba de describir, las
reacciones de fijacién del complemento con
este antigeno concordaron en un 90 % de los
casos con los resultados de las pruebas de
aglutinacién; por otra parte, nuestras prue-
bas con el antigeno Patoe han revelado, no
s6lo las infecciones antes mencionadas por
los serotipos pomona, sejroc, hyos y canicola,
sino también la presencia de otros serotipos
(bataviae, grippotyphosa, hebdomadis y sax-
koebing).

Como resultado de estas investigaciones
con este antigeno, los laboratorios de campo
disponen ahora de una reaccién serolégica
facil de efectuar, que permite descubrir en su
fase precoz casos humanos de leptospirosis—
un hecho de particular importancia tera-
péutica y epidemioldgica—y revela la pre-
sencia de una amplia variedad de serotipos
de leptospirosis. De este modo, los labora-
torios centrales especializados quedan ali-

viados ahora de una gran parte de su tra-
bajo.

La prueba de fijacién del complemento
con dicho antigeno complementa la de
aglutinacién como una reacci6n para el
descubrimiento de infecciones recientes. Kl
que permita distinguir entre los antiguos
pacientes o que padecen de infecciones de
larga duracién y los casos recientes, tiene
gran valor epidemioldgico y clinico vy,
ademés, habrd de permitir obtener datos
bastante exactos sobre la incidencia anual.

Conclusién

Hay que reconocer que el diagnéstico de
laboratorio de la leptospirosis dista ain
mucho de ser perfecto. Sin embargo, se
dispone ahora de un procedimiento de
diagndstico que permite localizar un 90 %
de los casos de leptospirosis y, por ello,
estimamos que se debe recomendar la prueba
de fijacién del complemento con antigeno
Patoc de L. biflexa para el descubrimiento
rédpido y precoz de casos humanos de lep-
tospirosis en las investigaciones de campo.
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