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RESUMEN

Para el diagnostico temprano de enfermedades con cuadro clinico inespecifico como la leptospirosis, es necesario la
confirmacion laboratorial mediante pruebas especificas, con la finalidad de que el diagndstico sea mas acertado y rapido.
Objetivo: Se realiz6 un estudio comparativo entre la prueba de microaglutinacion (MAT) y la prueba de ELISA indirecta
estandarizada con un “pool” de antigenos de Leptospira interrogans, para la deteccién de anticuerpos IgM, en muestras de
suero de fase aguda de leptospirosis humana. Materiales y métodos: 40 muestras de pacientes con sospecha clinica y con
titulos de 1:100-1:12800 por la prueba de MAT, 80 muestras negativas de pacientes aparentemente sanos con enfermedades
como Brucelosis, Sifilis, Tifus murino, Hepatitis B, Fiebre Amarilla, Dengue y Enfermedad de Carrién fueron evaluados por
ELISA IgM. Resultados: Se obtuvo una sensibilidad de 97,5% y especificidad de 98,75%, no observandose reaccién cruzada
con otras enfermedades. Conclusion: ELISA IgM validado en el laboratorio es suficiente sensible, especifico y de facil aplicacion
para el uso como prueba de tamizaje en una infeccidn por Leptospiras con la subsecuente confirmacién por MAT.

Palabras clave: Test de ELISA; Test de aglutinacion; Leptospirosis; Leptospira interrogans (fuente: BIREME).

ABSTRACT

In order to have an early diagnosis for diseases with a non-specific clinical presentation, it is necessary to have laboratory
confirmation using special tests, so that the diagnosis is more accurate and timely. Objective: A comparative study using
microagglutination MAT test and an Indirect ELISA, standardized using an antigen pool from Lepsotspira interrogans, aiming
at detecting IgM antibodies, in acute phase serum samples from cases of human leptospirosis. Materials and methods: 40
samples from patients with clinical suspicion and 1:100-1:12800 titers using the MAT test, and 80 negative samples from
apparently healthy subjects free from Brucelosis, Syphilis, murine typhus, hepatitis B, yellow fever, dengue, and Carrion’s
disease were assessed using ELISA for IgM. Results: A 97.5% sensitivity and a 98.75% specificity were found, and there was
no cross-reaction with other diseases. Conclusion: The laboratory validated ELISA-IgM test is sensitive, specific, and easy to
use as a screening test when Leptospira infection is suspected, using the MAT test for confirming the diagnosis.
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INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad zoonética de
distribucion mundial que afecta tanto a humanos y animales.
Es considerada también como una enfermedad ocupacional,
dado que su transmisién esta asociada con la actividad de
las personas, sobre todo cuando el hombre esté en contacto
directo o indirecto con orina de animales infectados®.

Esta enfermedad es causada por Leptospira interrogans
que agrupa mas de 240 serovares que son patdégenos para
los humanos y animales. En el ambiente también se
encuentra otra especie que no causa enfermedad en los
humanos es Leptospira biflexa que agrupa mas de 60
serovariedades™?.
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Dentro de las manifestaciones clinicas de la leptospirosis
se encuentran el sindrome de Weil, el cual muchas veces
es fatal para el paciente si es que no se llega a dar un
tratamiento adecuado, sobre todo porque en esta etapa
se confunde con patologias virales®.

La leptospirosis humana se puede diagnosticar mediante
aislamiento de la bacteria 0 demostrando anticuerpos
contra leptospiras. El cultivo tiene la desventaja de que el
periodo que tarda la bacteria en crecer y su bajo porcentaje
de aislamiento hacen que no sea Util para un diagnéstico
oportunos®.

Para la deteccion de anticuerpos como prueba de
referencia (gold estandar) se usa la prueba de micro-
aglutinacion (MAT); sin embargo, esta prueba necesita de
personal entrenado y de antigenos vivos, ademas de que
el mantenimiento de cepas es costoso, siendo dificil su
realizacion como método de rutina en los laboratorios*-2.
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El objetivo de este trabajo fue validar una prueba de ELISA
para detectar anticuerpos IgM contra las cepas de
leptospiras comunes en nuestro pais.

MATERIALES Y METODOS
SELECCION DE LA MUESTRA

Se emplearon 40 muestras positivas de personas
provenientes de zonas endémicas de leptospirosis, con
sospecha clinica y epidemioldgica, que presentaron
serologia positiva a la prueba de MAT. Ademas, se emplearon
80 muestras negativas, de las cuales 45 fueron de personas
aparentemente sanas con serologia negativa a la prueba
de MAT y sin antecedentes clinico-epidemioldgicos para
leptospirosis. Los restantes 35 sueros fueron de personas
con otras patologias confirmadas por diferentes métodos
serolégicos, como Brucelosis (6), Sifilis (7), Tifus murino
(7), Hepatitis B (6), Fiebre amarilla (2), Dengue (3) y
Enfermedad de Carrion (4).

PROCEDIMIENTO DE LABORATORIO
Preparacion del antigeno

Se sigui6é la metodologia de Adler con algunas
modificaciones. Se utilizd la especie patégena Leptospira
interrogans y las siguientes cepas: Icterohaemorrhagiae cepa
Icterohaemorrhagiae, Australis cepa Jez Bratislava, Ballum
cepa MUS 127, Canicola cepa Hond Utrecht IV, Cynopteri
cepa 3522 C, Grippotyphosa cepa Moskova V. Para la
produccién de la masa celular, cada cepa fue cultivada en
frascos con medio Ellinghausen Mc Culloug Johnson and
Harris (EMJH), incubados a 28°C por 7 dias, realizando un
recuento de células en cdmara de Neubauer cada dos dias,
hasta llegar a una poblacion celular de 5x10° células por
mL. Los cultivos fueron conservados a —20°C.

Lisis celular

Se siguid la metodologia de Silva y col* con algunas
modificaciones. Los cultivos fueron centrifugados a 10000 g
por 30 minutos a 4°C, el sedimento se resuspendié en
tampdn fosfato salino 0,02 M, pH 7,2 y se centrifugé como
en el paso anterior por tres veces; el sedimento final se
resuspendié en 5 mL de PBS 0,02 M, pH 7,2, y luego se
realizé la lisis celular con sonicador a 0,8 mA y una
frecuencia de 20 KHz durante tres minutos por tres ciclos
en hielo. Se repartié alicuotas del antigeno sonicado en
crioviales de 0,5 mL y se conservd a -70°C. La
concentracion de cada antigeno se determiné con el KIT
B. C. A. Protein (PIERCE) la cual se basa en la reduccion
del Cu*? a Cu* por la proteina en un medio alcalino con
alta sensibilidad y selectividad en la deteccion colorimétrica
del catién cuproso (Cu*t) mediante el &cido bicinconinico.

Ensayo inmunoenziméticos
Soluciones y tampones

Tampon fosfato salino pH 7,2 (PBS), solucion de lavado
(PBS conteniendo 0,05% de Tween 20), solucién de
bloqueo (solucién de lavado conteniendo 5% de leche
descremada), tampdn de incubacion (Tris a 0,05 M, NacCl
a 0,15 M, pH 7,3, conteniendo 2% de suero albumina
bovina) solucién cromégena OPD vy soluciéon de parada
acido sulftrico 2N.

Ejecucion del ensayo

A cada pocillo de la microtira de poliestireno fondo
plano (Nunc) se agreg6 100 pL de antigeno diluido en PBS,
pH 7,2, se incubd a 4°C por 24 horas, se lavo la placa seis
veces con solucion de lavado, se agreg6 200 uL de la
solucién de bloqueo, se volvié a incubar por una hora a
37°C y se lavo 6 veces. Los sueros fueron diluidos 1:100
en tampon de incubacion, se agregd 100 pL de cada
dilucion a los pocillos, se incub6 por 30 minutos a 37°C y
luego cada pocillo fue lavado seis veces. Posteriormente,
se agreg6 100 pL de conjugado antihumano IgM-
peroxidasa diluido adecuadamente en tampon de
incubacion, se incubd por 30 minutos a 37°C, se realiz6é
seis lavados, se agreg6 100 pL de OPD y nuevamente se
incubo6 por 30 minutos a 37°C; para detener la reaccion
enzimatica se agreg6 100 pL de H,SO, 2N. La lectura de
realizé en un lector de microplacas a 490 nm. El punto de
corte se determin6 con la media aritmética de las muestras
negativas mas dos desviaciones estandar.

Prueba de microaglutinacion (MAT)

La prueba de MAT se realiz6 de acuerdo a las normas
de la Organizacion Mundial de la Salud, utilizando los
siguientes serogrupos: Andamana, Australis, Autumnalis,
Ballum, Bataviae, Canicola, Celledoni, Pomona,
Hebdomadis, Cynopteri, Djasiman, Mini, Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagiae, Javanica, Pyrogenes, Sejroe y
Tarassovi 3.

Para el andlisis estadistico se uso el programa EPIDAT 2,0.
Se calculé la concordancia de la prueba y los indices de
sensibilidad y especificidad.

RESULTADOS
ANTIGENO

La concentracién proteica que se obtuvo de cada
antigeno de leptospiras fue: Australis (2,10 mg/mL),
Ballum (0,87 mg/mL), Canicola (1,24mg/mL), Cynopteri
(0,56 mg/mL), Icterohaemorrhagiae (0,66 mg/mL) y
Grippotyphosa (0,5 mg/mL). A partir de la concentracién
original de cada antigeno se llevé a una concentracion
de 8 pg/mL, formandose una muestra homogénea (pool)
de antigenos; luego, al probar en diferentes con-
centraciones, se encontré la concentracion de proteina
mas adecuada para realizar la prueba de ELISA entre
0,5-1,0 pg/mL permitiéndonos observar una buena
discriminacion entre positivos y negativos.

La prueba de ELISA indirecta usando el pool de antigenos
fue aplicada a las 80 muestras negativas. La media A,
del grupo control negativo fue 0,35+0,12. El punto de corte
estimado como la media de los negativos mas 2
desviaciones estandar fue 0,6, lo que permitio establecer
el limite de reactividad (Figura N° 1).

Los sueros de pacientes positivos con leptospirosis
mostraron un rango entre 0,88 a 2,08 con un valor de la
media de 1,63+0,54 (Figura N° 1). El rango A, = de los
sueros de otras etiologias fue 0,10 a 0,57, con una media
de 0,31+0,11. Todas las muestras negativas tuvieron

absorbancias menores al punto de corte (Figura N° 2).
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Figura N° 1. Valores de absorbancia obtenidos por ELISA IgM
en sueros positivos y negativos con respecto al valor de corte.
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Figura N° 2. Valores de absorbancia obtenidos por ELISA IgM
en sueros de otras enfermedades.

Los resultados de la prueba serolégica MAT de los
pacientes positivos con leptospirosis presentaron titulos
entre 1/100 a 1/12800. Se encontrd una correlacion positiva
entre los titulos de MAT mayores a 1600 y los valores de
absorbancia entre 1,0-2,5 (Figura N° 3).
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Figura N° 3. Correlacion de valores de absorvancia obtenidos
poe ELISA IgM respecto a la prueba MAT.

No se observé reaccién cruzada con sueros de pacientes
con Brucelosis, Hepatitis B, Tifus, Fiebre amarilla, Sifilis,
Dengue y Enfermedad de Carridn ( Figura N° 2).

Para determinar la sensibilidad y especificidad, se evalué
el total de muestras, observdndose un indice de
concordancia de 98,33%. De ellos, el resultado de la
prueba ELISA IgM indirecta fueron coincidentes con la
prueba MAT en 39 muestras positivas y 79 negativas. Una
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muestra positiva no fue detectada por el ELISA IgM y una
muestra fue considerada como falso positivo (Tabla N° 1).

Tabla N° 1. Resultado comparativo de la prueba
ELISA IgM y MAT.

ELISA Microaglutinacion(MAT)
IgM + - Total
+ 39 1 40
- 1 79 80
Total 40 80 120

La sensibilidad de la prueba ELISA IgM impregnado con
el pool de antigenos fue 97,5% (IC 95%: 85,3-99,8), en
tanto que la especificidad de la prueba fue 98,75% (IC
95%: 92,3-99,9).

DISCUSION

Un método rapido e inicial en el diagnostico de
leptospirosis humana es importante, para poder auxiliar al
médico, el cual puede disponer de recursos laboratoriales
para una confirmacion diagnéstica oportuna.

Existen diferentes metodologias de diagndstico para
leptospirosis, como por ejemplo fijacion de complemento,
test de latex y reaccion de hemaglutinacion, pero cuya
desventaja es que no son muy sensibles ni especificas'?*2.
Otros métodos como son la inmunofluorescencia, contra-
inmunoelectroforesis y radioinmunoensayo, requieren de
equipos sofisticados!*1, A diferencia de los métodos antes
sefialados, la técnica de ELISA tiene una gran ventaja por
su simplicidad, sensibilidad y especificidad.

La estandarizacion y validacion de la prueba ELISA IgM
para diagnéstico seroldgico de leptospirosis humana fue
realizada con la tentativa de obtener una prueba altamente
sensible y especifica de aplicaciéon practica para muchos
laboratorios.

Utilizando concentraciones de antigeno entre 0,5-5,0 pg/mL
se detecto la reaccion en los sueros, demostrando una
mayor sensibilidad de la prueba, por lo que sera capaz de
detectar bajos niveles de anticuerpos. El antigeno utilizado
para la prueba ELISA IgM con un pool de antigenos fue de
facil ejecucion y de buen rendimiento (100 pL del stock de
antigeno sirve para mas de 450 pruebas), en tanto que los
procedimientos de preparacion de antigenos tratados por
sonicacion presentaron resultados satisfactorios, como se
reportd en trabajos anteriores01%.17.18,

A través de investigaciones anteriores en nuestro pais
fueron establecidos los serogrupos mas frecuentes que
presentaban resultados positivos por la prueba MAT y estos
son Australis, Ballum, Bataviae, Canicola, Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagiae, Mini, Pomona, Hebdomadis,
Djasiman y Cynopteri*®. En la prueba de ELISA IgM con el
pool de antigenos, reaccionaron sueros de pacientes
infectados por leptospirosis de diferentes serogrupos,
coincidiendo con reportes anteriores!®?® dado que esta
bien demostrado que el antigeno leptospiral somatico es
género-especifico y el antigeno de envoltura serovar-
especifico. Los resultados evidencian la existencia de
reacciones cruzadas entre los diferentes serogrupos de
Leptospira interrogans (Datos por publicar).
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Los resultados obtenidos en la prueba ELISA IgM de una
mezcla antigénica (pool) present6 una buena sensibilidad
(97,5%) y alta especificidad (98,75%) en el diagnéstico de
una infeccion leptospiral aguda coincidiendo con
Cumberland®’. En cuanto a la concordancia entre ELISA
IgM y MAT para los sueros de pacientes positivos fue buena
permitiendo inferir que el ELISA IgM es sensible y se puede
aplicar en el diagnéstico temprano de la leptospirosis,
coincidiendo con Silva y Winslow?0:1+:21,

En relacion a los sueros de personas infectados con otras
patologias no leptospirales, no se observd reaccion
cruzada en la prueba ELISA IgM con el pool de antigenos,
similar a lo reportado por Silvatoit,

En este estudio la prueba ELISA IgM detect6 todos los
casos producidos por Leptospira interrogans, serogrupos
Australis, Autumnalis, Ballum, Bataviae, Canicola, Pomona,
Cynopteri, Djasiman, Mini, Hebdomadis, Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagiae y otros.

Consecuentemente, el ELISA descrito en este trabajo podria
particularmente servir como prueba para seguimiento de
rutina en el diagnostico de leptospirosis en el laboratorio.
En aquellos laboratorios que no puedan contar con la prueba
MAT, es recomendable el uso de esta prueba ELISA IgM,
aunque es necesario la confirmacion del diagnéstico por
MAT como una prueba de referencia.

Por su rapidez, la prueba ELISA permite una confirmacién
diagnéstica rapida y segura, util también en situaciones
epidémicas o brotes, posibilitando dirigir medidas de
vigilancia y control epidemiolégico.
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