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EVALUACION DE ANTIGENOS DE LA ENVOLTURA EXTERNA DE
LEPTOSPIRA EN LAS PRUEBAS DE FIJACION DE COMPLEMENTO Y
DE HEMAGLUTINACION PARA LA LEPTOSPIROSIS!

Dr. Donald M. Myers

Se encontré que en las pruebas de fijacion de complemento y hemagluti-
nacion pasiva, la preparacion soluble de la envoltura externa de Lep-
tospira era un medio itil para detectar anticuerpos antileptospirales.
Se observd que uno de los componentes de la envoltura externa era un
antigeno especifico para la fijacion de complemento, mientras que en la
prueba de la inhibicién de la hemaglutinacion, se encontro otro compo-
nente que reaccionaba ampliamente y era especifico de género. Este
ltimo componente fue detectado principalmente por anticuerpos de
tnmunoglobulina M.

Introduccidn

Se conocen numerosas pruebas serologi-
cas para detectar anticuerpos leptospirales.
Las empleadas mis comunmente son la
aglutinacién microscépica de referencia(f)
que es sumamente sensible y especifica de
serotipo, y la prueba presuntiva, y menos
sensible, de aglutinacién en placa macros-
cépica (2). Ambos métodos requieren un
gran numero de antigenos que se preparan
de suspensiones de distintos serotipos de
Leptospira. Esto es necesario para abarcar el
espectro antigénico de todos los serotipos
leptospirales conocidos en un area deter-
minada y puede limitar su valor como pro-
cedimientos selectivos. Otros métodos
diagnésticos que han sido utilizados satis-
factoriamente para infecciones humanas o
animales por leptospiras son la lisis de eri-
trocitos sensibilizados (3, 4) o la hemaglu-
tinacién pasiva (5-7) y la fijacién de com-
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Zoonosis, Organizacion Panamericana de la Salud, Casilla
de Correo 3092, Correo Central, 1000 Buenos Aires, Ar-
gentina.

plemento (8, 9). En general, estas pruebas
emplean un solo antigeno especifico de gé-
nero que se extrae de cepas de leptospiras
acuaticas seleccionadas, tales como el sero-
tipo patoc del grupo Semaranga. Pueden
detectar anticuerpos en sueros, indepen-
dientemente de los serotipos infectantes, y
se consideran convenientes para descubrir
la enfermedad en una fase mas precoz que
con las pruebas de aglutinacién. Sin em-
bargo, este tipo de antigeno es dificil de
preparar y puede carecer de sensibilidad
para detectar anticuerpos en sueros anima-
les. Cuando las instalaciones de diagnéstico
son limitadas y debe estudiarse un gran
nimero de sueros en pruebas selectivas
sera de mayor valor el procedimiento més
sensible y confiable utilizando un antigeno
de facil preparacién.

Se ha demostrado que la envoltura ex-
terna de Leptospira es un poderoso inmuné-
geno en cricetos (10, 11). La presente inves-
tigacidon se emprendid para conocer el valor
que tiene dicha envoltura en el estudio se-
lectivo de sueros contra la leptospirosis me-
diante las pruebas de fijacién de comple-
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mento y hemaglutinacién pasiva. Habida
cuenta de otros estudios relacionados con
brotes humanos y bovinos de leptospirosis
ocurridos en Barbados, Indias Occidenta-
les, estaban asociados con el serotipo fort-
bragg, se utilizaron preparaciones de envol-
turas externas de dicho serotipo (12). Se
traté también de determinar la clase de
inmunoglobulina que participaba en las
reaccianes de fijacién de complemento y
hemaglutinacién, y en qué medida eran
aplicables las pruebas para la deteccién
precoz de la enfermedad.

Material y métodos

Crecimiento de leptospiras y preparacion
de antigeno

De una rata de Barbados se aislé Leptos-
pira interrogans, serotipo fort-bragg, que se
empleé para preparar el antigeno de la en-
voltura externa (EE) (12). Los organismos
se reprodujeron en medio de cultivo tisular
de Eagle (medio minimo esencial, Gibco)
que contenia fraccién V de albumina bo-
vina (Pentex). El medio se prepard en la
forma descrita por Finn y Jones (13), ex-
cepto que en lugar del oleato sédico, se
empleo de polisorbato 80. El cultivo se de-
sarrollé de un inéculo al 10% de células en
fase estacionaria durante un periodo de 5 a
7 dias a 30°C en voltiimenes de un litro. Las
leptospiras se cosecharon vivas mediante
centrifugacién en una centrifuga Sorvall
SS-1a 15,000 x g durante 15 minutos, y se
deseché el liquido sobrenadante. La EE
se extrajo de acuerdo con los procedimien-
tos de Auranet al. (10) y Beyetal. (11). El
complejo de la envoltura externa de las
leptospiras se disocié con 100 ml de una
solucién 1 M de cloruro de sodio durante
45 minutos a la temperatura ambiente.
Esta suspensidn se centrifugé y la masa lep-
tospiral volvié a suspenderse en 10 ml de
agua destilada. La EE se solubilizé ana-
diendo 100 ml de sulfato de laurilo sédico

(Sigma) al 0.04% durante 10 minutos y
el material celular insoluble se separé por
centrifugacién. El liquido opalescente que
contenia la EE soluble se pasé entonces por
un filtro de membrana de 0.45ug (Milli-
pore Corp., Bedford, Mass.), se dializ6 en
una camara fria en agua destilada durante
48 horas y se liofilizé. Para utilizarlo como
solucién de reserva de antigeno para las
pruebas seroldgicas, la EE liofilizada a muy
baja temperatura se diluyé en suero fisiolé-
gico hasta obtener 500 pg/mly se almacend
a —25°C hasta que se necesité.

Filtracion en gel del antigeno de EE
en Sephadex G-200

Se pasaron 15 mg (peso seco) de la EE
fort-bragg diluidos en 1.0 ml de suero fisio-
légico, por una columna G-200 Sephadex
(2 x 90 c¢m), previamente equilibrada con
solucién amortiguadora con fosfatos 0.1 M
(pH 7.0) en cloruro de sodio 0.15 M con
0.02% de azida sédica. La absorcién del
efluente a 280 nm se registrd ‘constante-
mente. Se recogieron fracciones de 2.5 ml
de la columna y se probd cada una de ellas
para determinar la presencia de actividad
antigénica por las pruebas de fijacion de
complemento (FC) y hemaglutinacién pa-
siva (HA).

Sueros

Se prepararon en conejos sueros antilep-
tospirales de los serotipos del grupo Au-
tumnalis, incluido el serotipo fort-bragg, y
serotipos representativos de los otros 18 se-
rogrupos leptospirales. Se siguié el método
de Galton et al. (14) utilizando cultivos semi-
so6lidos de Fletcher muertos por calor (56°C
durante 10 minutos). Se extrajo sangre de
los conejos mediante puncién cardiaca, dos
semanas después de la dltima inyeccién.
Los antisueros se distribuyeron en peque-
fias alicuotas y se liofilizaron o almacenaron
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congelados a —25°C. En las pruebas com-
paradas para obtener una indicacién de la
clase de inmunoglobulina de anticuerpo
que intervenia en las pruebas serolégicas, se
tratd el antisuero fort-bragg con voliimenes
iguales de 2-mercaptoetanol 0.1 M (East-
man Kodak, Rochester, N.Y.) durante una
hora a 37°C.

Otros dos conejos recibieron dos inyec-
ciones intravenosas de 2.0 ml de un cultivo
vivo del serotipo fort-bragg en los dias pri-
mero y octavo. Se obtuvieron muestras de
suero a diversos intervalos durante 56 dias
y se almacenaron a —25°C hasta que se
examinaron. Estos conejos no mostraron
anticuerpos leptospirales antes de la inocu-
lacién en las pruebas de aglutinacién mi-
croscopica (AM), FC y HA.

Se recibieron sueros de pacientes con
cuadro febril del Hospital Queen Elizabeth
de Barbados (Indias Occidentales). Dieci-
seis fueron pareados; sin embargo, no se
dispuso de antecedentes en relacién a la
fase de la enfermedad en el momento de
recoger las muestras. Los sueros testigo se
obtuvieron de miembros del personal de
este Centro o de sus familiares, todos ellos
en buen estado de salud.

Todos los sueros para las pruebasde FCy
HA se inactivaron a 56°C durante 30 mi-
nutos. Para la HA se afiadieron a una dé-
cima parte del volumen de la masa de eri-
trocitos de carnero lavados para eliminar

los anticuerpos heterdéfilos. Las pruebas de .

AM comparadas se llevaron a cabo utili-
zando una serie de cultivos leptospirales
vivos de acuerdo con el procedimiento des-
crito por Galton et al. (14).

Prueba de fijacion de complemento

La técnica empleada se basé en la descrita
por Biberstein y McGowan (/5). El anti-
geno de EE se titulé en presencia de com-
plemento, y se seleccioné la dilucién que
mostré mayor sensibilidad hacia los sueros
positivos, aun cuando ocurriese lisis com-
pleta con los sueros negativos. Con solucion

salina amortiguadora con veronal (VBS),
(pH 7.4) se prepararon diluciones dobles
(1:10 a 1:20,480) de muestras de suero
inactivado. Las mayores diluciones séricas
que mostraron fijacién completa se consi-
deraron positivas, mientras que las que pre-
sentaron fijacién parcial o lisis completa se
consideraron negativas.

Sensibilizacién de hemaiies de carnero
y hemaglutinacion

Se lavaron tres veces en VBS hematies de
carnero conservados en solucién de Alser-
ver. La masa de eritrocitos lavada se mezclé
con un volumen igual de periodato pota-
sico 5 x 10™* M, en solucién salina amorti-
guadora con fosfatos (pH 7.2) y se mantuvo
a la temperatura ambiente durante 20 mi-
nutos, mezclandola ocasionalmente. Se
preparé una suspensién al 10% por dilu-
cién de dichas células en VBS. La concen-
tracién 6ptima de antigeno necesaria para
sensibilizar a los hematies se determiné
mediante una titulacién convencional en
bloque de antisuero de conejo homdélogo en
diluciones seriadas dobles (1:10a 1:20, 480)
frente a la solucién de reserva de antigeno
(500 pg/ml) diluida en progresién aritmé-
tica por multiplos de 5, de 1:5 hasta 1:50 en
VBS. Un volumen al 10% de hematies tra-.
tados se sensibilizé con 10 volimenes de
cada dilucién de antigeno y se incubd a
37°C durante una hora, agitindolo de vez
en cuando. Los hematies sensibilizados se
centrifugaron y se lavaron una vez y se vol-
vieron a suspender al 1% para la prueba. La
reaccién de HA se efectud, de acuerdo con
Sulzer y Jones(7), en tubos de ensayo de 12
X 75 mm, de fondo redondo, utilizando 0.4
ml de dilucién sérica y 0.1 ml de hematies
sensibilizados. La mezcla se agité y se in-
cubd a temperatura ambiente durante dos
horas antes de realizar la lectura. La dilu-
cién 6ptima de antigeno para la sensibili-
zacién fue la mayor dilucién de antisuero
homélogo que formaba una fina red de
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células sobre toda la superficie del fondo
del tubo de ensayo. Se incluyeron también
testigos de suero de conejo normaly células
no sensibilizadas. Al examinar los sueros
diagndsticos mediante la prueba de HA
s6lo se empled la dilucién 6ptima de anti-
geno de EE para sensibilizar a los hematies.

Resultados

De cada litro de cultivo de L. fort-bragg se
obtuvo un promedio de 21.6 mg (peso seco)
de antigeno de EE. En las titulaciones en
bloque de la solucién de reserva del anti-
geno que se efectuaron para determinar la
dilucién optima para sensibilizar a los eri-
trocitos de carnero, se observé que las dilu-
ciones de antigeno de 1:20 a 1:30 daban el
titulo de HA mas alto (1:5,120) con el suero
homélogo inmune. En las pruebas de HA
subsiguientes se empled sistematicamente

FIGURA 1—Perfil de levigacidn en Sephadex
G-200de la envoltura externa soluble de Leptospira
interrogans, serotipo fort-bragg, que muestra las
fracciones activas de fijaciéon de complemento y
hemaglutinacién en suero de conejo inmune a
fort-bragg.
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una dilucién 1:20 de la solucién de reserva
del antigeno de EE para sensibilizar a los
hematies. En la titulacién del antigeno con
complemento en las pruebas de FC, los ti-
tulos maximos (1:2, 560) se obtuvieron
cuando el antigeno se diluyé a 1:50.

En el cuadro 1se presentan los resultados
de la reactividad cruzada del antigeno de
EE en las pruebas de FC y HA en compara-
cién con los titulos obtenidos en la AM con
antisueros inmunes de conejo homélogos y
heterélogos. Las reacciones obtenidas en la
AM o en la FC parecen ser mas especificas
con respecto a cepa o serogrupo, mientras
que la reactividad cruzada de Ja HA con
antisueros heterdlogos es considerable-
mente mayor.

La filtracién en gel de antigeno soluble
de EE fori-bragg en una columna Sephadex
G-200 permitié la separacién de la activi-
dad antigénica detectable para las pruebas
de FC y HA (figura 1). En las pruebas de
FC se utilizaron diluciones de antisuero
homélogo de conejo por cada fraccion del
antigeno y los mayores titulos (1:2,560) se
obtuvieron en las fracciones maximas as-
cendentes 14 a 16 de la columna. En las
pruebas de HA la mayor actividad antigé-
nica con titulos de 1:10,240 con el antisuero
se obtuvieron inmediatamente después del
maximo, en las fracciones 19 a 30.

Con el fin de obtener una indicaciénde la
clase de inmunoglobulina que reaccionaba

- en las pruebas de FC y HA, se utilizaron la

fraccién 14 que se detectd principalmente
en las pruebas de FC, y la fraccién 30 que
solo reaccioné en la HA, para examinar el
antisuero homoélogo antes y después del
tratamiento con 2-mercaptoetanol. Estos
resultados se presentan en el cuadro 2. En
la FC con la fraccién 14 de antigeno, el
suero tratado con 2-mercaptoetanol solo
produjo una reduccién parcial del titulo,
mientras que con la fraccién 30 que no
reaccioné en’la prueba de FC, desapare-
cieron por completo los anticuerpos hema-
glutinantes después del tratamiento con
2-mercaptoetanol. Estos resultados indican
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CUADRO 1—Resultados comparados de los titulos? de las pruebas de fijacién de complemento (FC),
hemaglutinacién (HA) y aglutinaciéon microscépica (AM) en sueros de conegjos inmunes a serotipos
leptospirales del grupo Autumnalis v serotipos Leptospira representativos de otros 18 serogrupos.

Antisueros®

Titulo con antigeno de L. fort-bragg ¢

Serogrupo Serotipo AM FC HA
Autumnalis autumnalis 40,960 2,560 640
rachmati 40,960 640 1,280
Sfort-bragg 81,920 2,560 5,120
sumatrana 10,240 640 80
bulgarica 161,840 2,560 1,280
bangkinang 40,960 640 160
erinacer-auriti 10,240 1,280 640
morris 40,960 640 640
sentot 5,120 160 640
lowisiana 1,280 40 320
orleans 2,560 160 320
djasiman 320 40 160
gurungi 160 80 320
Canicola canicola 80 40 640
Pomona pomona 40 80 1,280
Ictero- icterohaemorrhagiae — 80 80
Pyrogenes pyrogenes — 20 640
Hebdomadis hardjo — 20 1,280
Bataviae bataviae — 10 1,280
Tarassovi tarassovi — 80 2,560
Grippotyphosa grippotyphosa 320 320 640
Javanica Jjavanica — 10 640
Celledoni celledoni — — 640
Ballum ballum — — 320
Cynopteri cynopteri 40 10 20
Australis australis 40 320 80
Panama panama — 20 1,280
Shermani shermana — 20 640
Andamana andamana — — 640
Semaranga semaranga — — 160
patoc — — 160
sao paulo — — 80
Ranarum ranarum 80 — 80

2 Expresados como la reciproca de la dilucién del suero; — indica menos de 50% de aglutinacién a una dilucién de suero

de 1:10 en las pruebas de AM o fijacién incompleta en las de FC.
b Los titulos homélogos oscilaron entre 1:6,400 y 1:204,800.

¢ La dilucién de antigeno de EE para las pruebas de FC y HA se determiné mediante titulaciones en bloque con suero
homélogo. En las pruebas de AM se emplearon organismos vivos.

que tanto los anticuerpos 1gG e IgM inter-
vienen en la prueba de FC y que solo estos

Con el fin de determinar la respuesta de
inmunoglobulina después de la infeccién,
se examinaron muestras de suero, obteni-
das a diversos intervalos, de dos conejos
inoculados previamente con leptospiras

fort-bragg vivas para determinar la presen-
cia de anticuerpos en la AM, la FC y la
HA (cuadro 3). Con ia primera muestra de
sangre obtenida ocho dias después de la
inocnlacién, los sueros de ambos conejos
resultaron positivos con los tres métodos.
Los anticuerpos de la HA fueron totalmen-
te sensibles al 2-mercaptoetanol. De ma-
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CUADRO 2—Resultados de las pruebas de fijacion de complemento (FC) y hemaglutinacién (HA) en
suero de conejo inmune a L. fort-bragg tratado con 2-mercaptoetano! con antigeno de envoltura externa

(EE) fort-bragg separado por filtracién en gel en Sephadex G-200.

Titulos? de antisuero de L. fort-bragg con el antigeno indicado

FC
Antigeno de EE de

HA

L. fort-bragg Suero no tratado

2-mercaptoetanol”

Suero no tratado 2-mercaptoetanol

Entero 5,120
Sephadex G-200

fraccion 14 2,560
Sephadex G-200

fraccion 30 0

1,280

2,560 20
1,280 10 0
0 2,560 0

? Los titulos se expresan como la reciproca de la dilucion del suero.
b El suero se traté con 2-mercaptoetanol a una concentracién final de 0.1 M durante una hora a 37°C.

nera aniloga, el tratamiento de los sueros
con 2-mercaptoetanol redujo los titulos de
la. AM (de 1:10,240 y 1:20,480) a 1:160,
y los de la FC (de 1:320 v 1:640) a 1:40.
En los dfas 49 y 56 después de la inocula-
cién los titulos de anticuerpos detectables
en la HA se volvieron negativos, pero el
tratamiento con 2-mercaptoetanol no afec-
té a los titulos de la AM y la FC, lo que

indica que solo el anticuerpo IgG estaba
implicado.

En los cuadros 4 y 5 se presenta la co-
rrelacién entre los titulos de las pruebas
de AM, FC y HA en 83 sueros humanos de
casos sospechosos de leptospirosis. De 37
sueros que mostraron en la AM aglutininas
predominantes frente al serotipo fort-bragg,
con titulos de 1:100 o mayores, 31 fueron

CUADRO 3—Actividad de anticuerpos en las pruebas de AM, FC y HA de sueros obtenidos a intervalos
de dos conejos inoculados con Leptospira, serotipo fort-bragg, vivas.

Titulos? del suero con antigeno L. fort-bragg

AM FC HA
Conejo” Media Conejo Media Conejo Media
Dias después de geomé- geomé- geomé-
la inoculacién 1 2 trica‘ 2 trica 1 ) 2 trica
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 10,240 20,480 14,480 320 640 452 20 40 28
13 20,480 81,920 40,960 640 640 640 40 160 80
17 40,960 10,960 40,960 640 640 640 40 40 40
21 10,240 40,960 20,480 1,280 640 905 80 40 56
28 10,240 40,960 20,480 1,280 1,280 1,280 80 20 40
35 5,120 40,960 14,480 1,280 1,280 1,280 40 10 20
42 5,120 20,480 10,240 2,560 1,280 1,810 20 0 10
49 5,120 10,240 7,240 2,560 1,280 1,810 0 0 0
56 5,120 10,240 7,240 1,280 640 905 0 0 0

* Los titulos se expresan como la recipraca de la dilucién del suero

b Los conejos fueron inoculados por via intravenosa el dia primero y octavo con 2 0 ml de un cultivo semisélido del sero-
tipo fort-bragg de cinco dias.

¢ Media geométrica de los valores obtenidos.

¢
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CUADRO 4—Comparacidn de los resultados obtenidos con 83 sueros de enfermos en las pruebas de
aglutinacién microscépica (AM), fijacién de complemento (FC) y hemaglutinacién pasiva (HA) para la
deteccidn de anticuerpos de Leptospira, serotipo fort-bragg.

Reaccion a la FC

Reaccién a la HA

Reaccién a
la AM Positiva Negativa Total Positiva Negativa Total
Positiva 31 6 37 25 12 37
Negativa 0 46 46 3 43 46
Total 31 52 83 28 55 83

también positivos en las pruebas de FC con
titulos de 1:10 o mayores (sensibilidad para
la FC 83.78%) y 25 fueron positivos con
titulos de 1:10 o superiores en la prueba de
HA (sensibilidad para la HA 67.56%).
Otras tres muestras de suero que fueron
negativas en las pruebas de AM y FC resul-
taron positivas en las pruebas de HA con
titulos de 1:10 a 1:40. Cuando estos tres
sueros, junto con otros cinco seleccionados

al azar que mostraron anticuerpos en la
FCyla HA, se trataron con 2-mercaptoeta-
nol y se examinaron de nuevo, habia des-
aparecido toda la actividad hemagluti-
nante. Por otra parte, en los sueros que
resultaron positivos en las pruebas de FC,
los titulos obtenidos al repetir esta prue-
ba, no fueron afectados por el 2-mercap-
toetanol o fueron reducidos en una dilu-
cion sérica doble.

CUADRO 5—Correlacidon entre los titulos de anticuerpos contra Leptospira, serotipo fort-bragg, en
los 83 sueros de enfermos examinados mediante la prueba de aglutinacidén microscépica (AM) con
organismos vivos y las pruebas de fijacion de complemento (FC) y hemaglutinacién (HA) con antigeno

de envoltura externa.

Titulos? de los

Titulos de los sueros en las pruebas de FC

sueros en las

pruebas de AM 0 10 20 40 80 160 320 640 12100 >
0a 50 46
100 a 200 4 1
400 a 800 2 6 2 2
1,600 a 3,200 3 1 4 1
6,400 a 12,800 1 2 1 1
25,600 o > I 1 4
Titulos de los sueros en las pruebas de HA
0 10 20 40 80 160 320 640 11,2800 >
0a 50 43 2 1
100 a 200 3 1 1
400 a 800 6 1 1 3 3
1,600 a 3,200 2 1 1 1 I 1
6,400 a 12,800 2 1 1 1
25,600 o > 1 1 3 1

¢ Los titulos se expresan como la reciproca de la dilucién del suero.
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Los sueros testigo de los 34 individuos
sanos resultaron negativos con los tres mé-
todos en lo que se refiere a anticuerpos
leptospirales.

La extensa reactividad cruzada con sero-
tipos heterdlogos de la prueba de HA conel
antigeno de EE quedé demostrada al exa-
minar sueros pareados de una infeccién
humana reciente causada por el serotipo
pomona. A los tres dias del comienzo de la
enfermedad, cuando un cultivo sanguineo
para leptospirosis resulté positivo, se ob-
tuvo un titulo de hemaglutinacién de 1:10.
Se observaron reacciones negativas con la
prueba de FC y con la serie de serotipos
leptospirales utilizados en el procedimiento
de la AM. Transcurridos ocho dias, se ob-
tuvo en la HA un titulo de 1:1,280 con la
segunda muestra. La prueba de FC se con-
virtié entonces en positiva con un titulo de
1:80, y el titulo de la AM frente al serotipo
pomona fue de 1:800.

Discusidén

Las pruebas de FC y HA se han empleado
extensamente para detectar anticuerpos
leptospirales. En general, el antigeno utili-
zado ha consistido en sustancias especificas
de género extraidas de leptospiras acuati-
cas. Algunos de los inconvenientes de di-
chas pruebas han sido las dificultades en-
contradas en la preparacién y la estabilidad
del antigeno y en la sensibilidad de la
prueba.

En el presente estudio se emple6 mate-
rial de EE de Leptospira, serotipo fort-bragg,
para sensibilizar a hematies de carnero para
la prueba de HA y como antigeno en la
prueba de FC. El complejo de EE de leptos-
piras es un poderoso inmundégeno en crice-
tos(10, 11). Sulocalizacién anatémica como
antigeno de superficie sugiere su interven-
cién en la creacién de anticuerpos en los
comienzos de la enfermedad. El antigeno
de EE es relativamente facil de preparar,
estd presente en cantidades que hacen que

su uso resulte practico para la ejecucién
sistematica de pruebas serolégicas vy,
cuando se liofiliza o congela en estado li-
quido, es estable por lo menos durante un
ano.

El fraccionamiento del complejo de EE
leptospiral en una columna Sephadex G-
200 permitié la separacién de dos compo-
nentes antigénicos. Uno de ellos reaccioné
como antigeno de fijacién de complemento
y el otro como antigeno sensibilizador de
eritrocitos.

El antigeno de EE que se utilizé en las
pruebas de FC con sueros de conejos in-
munizados contra leptospiras homdélogas y
heterélogas mostré gran especificidad de
serotipo y reaccioné tanto con IgM como
con IgG. En cambio en la HA las reaccio-
nes con hematies sensibilizados con la EE
fueron principalmente de reaccién cruzada
o especifica de género. La supresion de la
actividad en la HA mediante el tratamiento
de los sueros con 2-mercaptoetanol indica
que esa prueba solo detecta anticuerpos
IgM. Estos resultados concuerdan con los
de otros autores (6, 7). Sulzer y Jones (7)
formularon la hipétesis de que los anticuer-
pos IgM aparecen antes que los IgG en las
infecciones por leptospiras. Los resultados
obtenidos en el presente estudio con cone-
jos corroboran también esta opinién. Las
muestras de suero que se obtuvieron a los
ocho dias de la inoculacién con leptospiras
vivas mostraron que la primera respuesta
serolégica se debia principalmente a anti-
cuerpos sensibles al 2-mercaptoetanol.
Transcurridos 49 y 56 dias, cuando las
pruebas de HA dieron resultados negati-
vos, las reacciones positivasenla AM ylaFC
solo se debieron a anticuerpos resistentes al
2-mercaptoetanol.

Las pruebas de AM, ¥C y HA con sueros
humanos de casos sospechosos de leptospi-
rosis mostraron una correlacién bastante
buena en cuanto a sensibilidad, ademas de
una alta especificidad. En los casos en que
las instalaciones de laboratorio sean muy
limitadas para examinar sueros mediante la
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prueba de AM, la prueba de ¥C con el anti-
geno de EE leptospiral ofreceria un método
util para examinar sueros humanos sospe-
chosos de leptospirosis, siempre que se co-
nozcan los serotipos infectantes. Por otro
lado, la prueba de HA, por su amplia reac-
tividad cruzada con todas las leptospiras,
seria también valiosa para examinar sue-
ros humanos independientemente del se-
rotipo infectante y, ademas, ofreceria la
ventaja de detectar anticuerpos precoces.
Convendria realizar otros estudios com-
parados utilizando sueros obtenidos du-
rante la fase aguda y de convalecencia de
la enfermedad.

Los ensayos preliminares realizados con
sueros sospechosos de leptospirosis bo-
vina del ganado de Barbados sugieren
que la prueba de HA seria también un ins-
trumento util para detectar infecciones
€n Ccurso, Pero se requieren auin nuevos
estudios.

Resumen

Se evaluaron antigenos de la envoltura
externa de leptospiras preparados con Lep-
tospira, serotipo fort-bragg, para las pruebas
de fijaciéon de complemento y hemaglutina-
cién pasiva con el fin de detectar anticuer-
pos séricos antileptospirales. La reactividad
serolégica de la preparacién de la envoltura
externa se examindé en comparacién con
sueros humanos sospechosos de leptospiro-
sis y antisueros de conejo inmunes homélo-

gos y heterdlogos. Las pruebas de fijacién
de complemento y hemaglutinacién fueron
lo suficientemente sensibles para detectar
anticuerpos leptospirales cuando se com-
pararon con la prueba estindar de agluti-
nacién microscépica.

El fraccionamiento del complejo de la
envoltura externa en una columna Sepha-
dex G-200 permitié la separacién de dos
componentes antigénicos: un antigeno de
fijacién de complemento que mostré ca-
racteristicas especificas de serotipo, y un
sensibilizador de eritrocitos, especifico de
serogrupo.

Los resultados del tratamiento de sueros
de conejo inmunes con 2-mercaptoetanol
revelaron que la reaccién inmunolégica
que se detecté en las pruebas de aglutina-
cién microscopica y fijaciéon de comple-
mento se debfa tanto a anticuerpos IgM
como a IgG. En la prueba de hemaglutina-
cién los resultados sugirieron que solo in-
tervienen en la reaccién anticuerpos IgM.

La preparacién de envoltura externa que
se utilizé como antigeno en las pruebas de
fijacién de complemento parece apropiada
para el examen de sueros humanos sospe-
chosos de leptospirosis cuando se conocen
los serotipos infectantes. Se sugiere que el
empleo de este antigeno en las pruebas de
hemaglutinacién puede aplicarse al exa-
men de sueros, independientemente de la
cepainfectante, basindose en la reactividad
cruzada que se observé entre los diferentes
serotipos. Ademds, se pueden detectar in-
fecciones con mas precocidad que por me-
dio de las pruebas de aglutinacién. O
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Evaluation-of the outer envelope antigens of Leptospira in complement fixation tests for
leptospirosis (Summary)

The leptospiral outer envelope antigens pre-
pared from Lepiospira serotype fort-bragg were
evaluated for complement fixation and passive
hemagglutination tests to detect antileptospiral
serum antibody. The serological reactivity of the
outer envelope preparation was examined
against sera from humans suspected of having
leptospirosis and homologous and heterologous
immune rabbit antisera. The complement fixa-
tion and hemagglutination tests appeared to be
sufficiently sensitive for detecting leptospiral
antibody when compared to the standard mi-
croscopic agglutination test.

Fractionation of the outer envelope complex
on a column of Sephadez G-200 permitted the
separation of two antigenic components, one
was a complement-fixing antigen showing sero-
type-specific characteristics, whereas the other
was erythrocyte-sensitizing and serogroup-

specific.

Results of 2-mercaptoethanol treatment of
immune rabbit sera revealed that the immuno-
logical response detected in microscopic agglu-
tination and complement fixation tests was due
to both IgM and IgG. In the hemagglutination
test, the findings suggested that only IgM anti-
bodies are involved in the reaction.

The outer envelope preparation used as anti-
gen in complement fixation tests seems suitable
for screening human sera for leptospirosis
where the infecting serotypes are known. It is
suggested that the use of this antigen in hemag-
glutination tests is applicable for the screening
of sera irrespective of the infecting strain on the
basis of its observed cross-reactivity among the
different serotypes. Furthermore, it may detect
infections earlier than agglutination tests.

Avaliagao de antigenos da capa externa de Leptospira nas provas de fixacao do
complemento e da hemaglutinaco para a leptospirose (Resumo)

Avaliaram-se antigenos da capa externa de
leptospiras preparados com Leptospira, serotipo
fort-bragg, para as provas de fixacdo de com-

plemento de hemaglutinagio passiva com o fim
de detectar anticorpos séricos antileptospirais.
A reatividade serolégica da preparagao da capa
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externa foi examinada em comparagio com
soros humanos suspeitos de leptospirose e anti-
soros de coelho imunes homologos e heteroélo-
gos. As provas de fixagao de complemento e
hemglutinagdo foram suficientemente sensi-
veis para detectar anticorpos leptospirais quan-
do se compararam com a prova standard de
aglutinacdo microscépica.

O fracionamento do complexo da capa ex-
terna numa coluna Sephadex G-200 permitiu
a separagio de dois componentes antigénicos:
um antigeno de fixagio de complemento que
demonstrou caracteristicas especificas de sero-
tipo, e um sensibilizador de eritrécitos, especi-
fico de serogrupo.

Os resultados do tratamento de soros de coel-
hos imunes com 2-Mercaptoetanol revelaram
que a reagdo imunolégica que se detectou nas

provas de aglutinagio microscépica e fixagao de
complemento se devia tanto aos anticorpos IgM
como aos I1gG. Na prova de hemaglutinagio os
resultados sugeriram que somente intervém na
reagdo, anticorpos IgM.

A preparagio da capa externa que se utilizou
como antigeno nas provas de fixacdo de comple-
mento parece apropriada para o exame de soros
humanos suspeitos de leptospirose quando se
conhecem os serotipos infectantes. Sugere-se
que o emprego deste antigeno nas provas de
hemaglutinagio pode ser aplicado no exame de
soros independentemente da cepa infectante,
baseando-se na reatividade cruzada que se obser-
vouentre os varios serotipos. Além disso, podem
assim se detectar infecgGes muito mais cedo que
mediante as provas de aglutinagio.

Evaluation d’antigénes de I'enveloppe externe de Leptospira dans les tests de fixation de
complément et d’hémagglutination pour la leptospirose (Résumé)

Il a été procédé a une évaluation des anti-
génes de l'enveloppe externe de leptospires
préparés avec Leplospira, sérotype fort-bragg,
pour les tests de fixation de complément et
d’hémagglutination passive visant a la détection
d’anticorps sériques antileptospiraux. La réac-
tivité sérologique de la préparation de I'envelop-
pe externe a été étudiée par comparaison avec
des sérums humains suspects de leptospirose et
des antisérums de lapins immunisés homolo-
gues et hétérologues. Les tests de fixation de
complément et d’hémagglutination ont, com-
parativement au test standard d’agglutination
microscopique, démontré étre suffisamment
sensibles pour permettre la détection d’anti-
corp’ leptospiraux.

Le fractionnement du complexe de I'envelop-
pe externe dans une colonne Sephadex G-200
a permis de séparer deux composants antigé-
niques: un antigéne de fixation d'alexine qui
a démontré posséder des caractéristiques spéci-
fiques de sérotype, et un antigéne sensibili-
sateur d’érythrocites, spécifique de sérogroupe.

Les résultats du traitement au 2-mercaptoé-
thanol de sérums de lapins immunisés ont dé-
montré que la réaction immunologique décelée
dans les tests d’agglutination microscopique et
de fixation de complément était due a des anti-
corps IgM et IgG. Quant aux résultats de
I'épreuve d’hémagglutination ils ont indiqué
que seuls les anticorps IgM intervenaient dans
Ia réaction.

La préparation d’enveloppe externe qui a
été utilisée en tant qu’antigéne dans les tests de
fixation de complément semble convenir a
Iexamen de sérums humains suspects de lepto-
spirose lorsque les sérotypes infectant sont
connus.

Vu la réactivité croisée de cet antigéne entre
les divers sérotypes, il semble qu'on puisse
I'employer dans les tests d’hémagglutination
pour I'examen des sérums, quelle que soit la
souche infectante. En outre, il pourrait permet-
tre de détecter plus rapidement les infections
que les tests d’agglutination.



