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La leptospirosis animal es una importante enfermedad zoondética considerada endémica
en Argentina, con brotes estacionales en la época de otofio y primavera, lo cual
representa un gran riesgo econémico a nivel productivo. El diagndstico molecular de
leptospirosis mediante la técnica de Amplificacion isotérmica mediada por Loops
(LAMP) tiene la ventaja de ser rapido, sensible y especifico, con una facil interpretacion
de resultados cuando se combina con indicadores colorimétricos. Por otro lado, resulta
ser mas economica que las técnicas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
convencionales, RT-PCR y g-PCR, ya que se lleva a cabo a temperatura constante,
evitando el uso de equipamiento costoso. Teniendo esto en cuenta, se puso a punto y
se estudio la sensibilidad analitica de la técnica de LAMP para la deteccion de ADN
leptospiral en muestras animales, utilizando la enzima BFo ADN polimerasa isotérmica
de produccién nacional (PB-L, Productos Bio-Logicos, Argentina), combinandola con
diferentes colorantes: Azul de Hidroxinaftol (AHN) y Calceina/ Mn?*.La mix de LAMP se
prepard a un volumen final de 25uL utilizando tres pares de primers cuyo target es la
region 16S ARNr de leptospiras patdgenas con las siguientes condiciones: 3,2uM
primers FIP/BIP y FL/BL; 1uM primers F3/B3; 1X buffer; 5mM MgSO.; 5U BFo ADN
Polimerasa y 1M betaina. La incubacién fue de 60min a 66°C. Para los ensayos se
realizaron diluciones seriadas de ADN de L. interrogans serovar Pomona Pomona
extraido con resina Chelex-100 y agua pura como control negativo. Luego de la
reaccion, se obtuvo amplificacion hasta 10pg de ADN utilizando 120uM de AHN,
observandose color violeta en los tubos negativos y color rosado o azul en los positivos.
Con 100uM Calceina/ 0,5mM Mn?* se obtuvieron resultados positivos (color amarillo)
hasta 1pg de ADN, mientras que los tubos negativos se vieron de color naranja. La
amplificacion fue confirmada por electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro
de etidio. La sensibilidad de LAMP usando Calceina como indicador presenté mayor
sensibilidad respecto al uso de AHN y, ademas, resultdé ser mas sensible que PCR
lipL32, con la cual se obtuvo un limite de deteccion de 10pg de ADN. La técnica de
Lepto-LAMP aqui descripta es el comienzo del desarrollo de un nuevo kit para el
screening de leptospirosis animal en la regién, de manera rapida, sencilla y de bajo
costo, ya que adopta una enzima producida en el pais.
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