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EVALUACION DE DOS ENSAYOS DE ELISA IgM EN LA INVESTIGACION
DE UN BROTE DE LEPTOSPIROSIS

Manuel Céspedes'?, Lourdes Balda'?, Martha Glenny'-2

RESUMEN

Se evalud dos pruebas rapidas para el diagnostico seroldgico de leptospirosis aguda, la prueba de ELISA IgM pool (Instituto Nacional
de Salud, Lima) comparada con un ELISA IgM comercial (PANBIO) tomando como gold standar la prueba de microaglutinacion (MAT).
Se examiné 24 pacientes admitidos en un hospital para la investigacion de un brote de leptospirosis. Se tomé dos muestras de suero, la
primera cuando fueron hospitalizados y la segunda cuando fueron a la consulta o dados de alta del hospital. Se diagndstico leptospirosis
en 19 de 24 pacientes por MAT. La prueba de ELISA IgM-pool tuvo una mejor sensibilidad para muestras agudas que el ELISA IgM
comercial (73,7% vs 31,6%), valores predictivos positivos (93,3 vs 85,7%) y negativos (44,4 vs 23,5%) e igual especificidad (80%). En la
evolucion de sueros convalecientes tuvieron el mismo rendimiento, sensibilidad de 100% y especificidad de 80%. La prueba rapida ELISA
IgM-pool es altamente sensible y especifica, no requirere de equipo especializado y se encuentra disponible para el uso en cualquier
laboratorio.
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EVALUATION OF TWO ELISA IgM ASSAYS IN LEPTOSPIROSIS OUTBREAK RESEARCH

ABSTRACT

Was assessed two rapid tests for serodiagnosis of acute leptospirosis, the ELISA IgM pool (Instituto Nacional de Salud, Lima), compared
with a commercial ELISA IgM (PANBIO) against the gold standard microagglutination test (MAT). We examined 24 patients admitted to a
hospital for investigation of a leptospirosis outbreak. It took two samples of serum, the first when they were hospitalized and the second
when the consultation or discharged from the hospital. Leptospirosis were diagnosed in 19 of 24 patients by MAT. ELISA IgM pool was
show a better sensitivity for acute samples that commercial IgM ELISA (73.7% vs 31.6%), positive (93.3 vs 85.7%) and negative (44.4
vs 23.5%) predictive values and same specificity (80%). In the evolution of convalescent sera had the same performance, sensitivity of
100% and specificity of 80%. The rapid test of ELISA IgM pool is highly sensitive and specific, Not requiring specialized equipment and
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are available for use in any laboratory.

Key words: Leptospirosis; Disease outbreaks, Enzyme-linked immunosorbent assay; Diagnosis test (source: MeSH NLM,).

INTRODUCCION

La leptospirosis es una zoonosis causada por una espiroqueta
patogena del género Leptospira. Tradicionalmente se ha conside-
rado como una enfermedad ocupacional de personas que se ex-
ponen a aguas contaminadas con orina de animales infectados;
en la actualidad ha sido reconocida como una causa frecuente de
sindromes febriles en areas tropicales y subtropicales -2,

La leptospirosis ha tomado importancia en la salud publica hu-
mana debido al incremento de brotes asociados con activida-
des recreacionales y ocupacionales ®# y también a las epide-
mias de sindrome pulmonar hemorragico ®. Sin embargo, en
los ultimos brotes hubo confusion debido a que la presentacion
clinica asociada con leptospirosis y fiebre del dengue fueron
muy similares ), estas confusiones pueden repercutir en el tra-
tamiento de los pacientes.

En Latinoamérica y el Caribe, los brotes de leptospirosis han
estado asociados con las épocas de lluvias y en zonas donde
la infraestructura de saneamiento es deficiente, ademas se ha
observado que la mortalidad puede alcanzar hasta 15 % (2.

En muchas regiones del mundo y el Pert, los métodos de diag-
nostico para esta enfermedad no son muy difundidos debido
a multiples problemas y limitaciones 7). El cultivo que se usa
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tiene una baja sensibilidad debido a las exigencias nutriciona-
les y al crecimiento tardio de la bacteria, que incluso puede
tardar meses. Asimismo, la prueba de referencia seroldgica
aglutinacion microscépica (MAT) es dificultosa y riesgosa para
el operador; por ello, solamente se realiza en laboratorios refe-
renciales nacionales 278,

Se han descrito muchos métodos comerciales de diagndstico
para la deteccion de anticuerpos, tales como ELISA y dipstick,
los cuales en su mayoria usan serovares no patégenos como
antigeno, limitando su sensibilidad y especificidad respecto al
MAT &) Ademaés, los costos son relativamente altos, de ahi
sus limitaciones para la distribucion masiva.

Por ello, es urgente la implementacion de metodologias de
diagndstico rapido para auxiliar al clinico y también para rea-
lizar investigaciones rapidas de casos sospechosos que nos
permitan detectar los brotes de leptospirosis y se realicen las
actividades de control y prevencion. Se ha desarrollado un ELI-
SA IgM que usa un pool de seis antigenos de leptospiras paté-
genas, como una alternativa rapida para el diagnostico de una
infeccion aguda por leptospiras ©).

En este estudio se evalu6é dos métodos de diagnodstico, ELISA
IgM-pool (Instituto Nacional de Salud, Lima, Peru) y ELISA IgM
(PANBIO LPM-220) a la vez se hizo una comparacion entre
ellas y el MAT, en un brote de leptospirosis en militares (1.
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EL ESTUDIO

Se incluyé a todos los pacientes que fueron hospitalizados en
el Hospital Militar (Lima, Pert) en el mes de mayo de 1999
durante un brote de sindrome febril ('%, procedentes de Picha-
naki, provincia Chanchamayo, departamento de Junin; quienes
clinica y epidemiolégicamente eran sospechosos para leptos-
pirosis. El criterio de sospecha de leptospirosis usado fue el
recomendada por la Organizacién Mundial de la salud: febril
agudo con cefalea, mialgia y postraciéon asociada con cualquie-
ra de los siguientes sintomas: sufusiéon conjuntival, irritacion
meningea, anuria/oliguria o proteinuria, ictericia, hemorragias,
insuficiencia cardiaca y erupcion cutanea (9.

De cada paciente se tomd dos muestras pareadas de sangre,
la primera muestra fue tomada el primer dia de admision en el
hospital y la segunda muestra (convaleciente) después de los 20
dias de la primera, cuando fueron a la consulta o en la visita que
realizé el personal del hospital. Las muestras de suero obtenidas
fueron transportadas al Laboratorio de Leptospirosis del Instituto
Nacional de Salud en cadena de frio (4-8 °C) y se mantuvieron
en una congeladora a -20 °C hasta su procesamiento.

DIAGNOSTICO DE LEPTOSPIROSIS

Se evalu6 dos pruebas de ELISA, se usé la prueba de
microaglutinacién como gold standar.

ELISA IgM-pool. Los anticuerpos de tipo IgM fueron detecta-
dos usando un método cuantitativo de ELISA descrito por Cés-
pedes ©).

ELISA IgM-PANBIO. Se realiz6 de acuerdo con las especifica-
ciones descritas en el inserto del kit ELISA (LPM-220).

Prueba de microaglutinaciéon (MAT). Las muestras pareadas
de suero fueron examinadas por el MAT, usando una bateria de
25 serovares para establecer la seroconversion o incremento
del titulo de anticuerpos . Los antigenos usados incluyeron
serovares de referencia de los siguientes serogrupos (sero-
vares y parientes): Australis (Australis, Bratislava), Autumnalis
(Autumnalis), Ballum (Ballum, Arborea), Bataviae (Bataviae),
Canicola (Canicola), Celledoni (Celledoni), Cynopteri (Cynop-
teri), Djasiman (Djasiman), Grippotyphosa (Grippotyphosa),
Hebdomadis (Borincana) Icterohaemorrhagiae (Icterohaemo-
rrhagiae, Mankarso, Copenhageni), Mini (Georgia), Javanica
(Javanica), Pomona (Pomona), Pyrogenes (Pyrogenes, Alexi),
Tarassovi (Tarassovi), Sejroe (Wolffi), y L. biflexa Semaranga
(Patoc, Andamana). Para confirmar el caso como leptospirosis
se debid encontrar un incremento del titulo de anticuerpos en
cuatro veces en ambas muestras paredas de suero.

Anadlisis de datos. Se usé el programa EPIDAT 2.0 para ve-
rificar la concordancia de la prueba y también para calcular la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor pre-
dictivo negativo. En la primera y segunda muestra con respecto
al diagndstico confirmatorio por MAT.

HALLAZGOS

Se incluyé 24 pacientes, la edad promedio fue 22,0 + 2 afios,
la totalidad de pacientes realizaba actividades militares como:
caminata, natacion e inmersion en una charca situada en la
hacienda maderera, donde frecuentaban animales domésticos,
para beber y bafarse. La curva epidémica y la presentacion
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Figura 1. Evaluacion de tres pruebas para el diagnéstico de leptospirosis
aguda durante un brote.

El gold standar fue la seroconversion en muestra convaleciente por MAT.
Las barras expresan el intervalo de confianza al 95%.

clinica de este brote se encuentran en el articulo descrito por
Russell et al. ("), Los sintomas predominantes fueron fiebre y
mialgia (100%), cefalea y escalofrios (94,7%) y otras manifes-
taciones en menor proporcion

Diagnéstico de leptospirosis. De las 24 muestras pareadas,
en 19 (79,2%) se observd seroconversion de anticuerpos en
cuatro o mas veces por MAT. No se logré aislar leptospiras de
ninguno de los casos. Los serogrupos a las que se encontrd
positividad fueron Grippotyphosa, Cynopteri, Georgia, Bataviae
y Sejroe en cada uno de ellos con titulos = 1/6 400.

El tiempo transcurrido entre el inicio de los sintomas y la toma
de muestras fue de 5,0 + 4,0 dias (rango 1-14 dias) para las
muestras agudas y de 28,0 £ 5 dias (rango 21-39 dias) para las
muestras convalecientes.

En las muestras agudas, el ELISA pool tuvo una mejor sensibili-
dad (73,7%;1C95%: 51,3-96,1%) que el ELISAPANBIO (31,6%;
1C95%: 8,1-55,1%) y el MAT (31,6%; 1C95%: 8,1-55,1%), con
resultados similares de especificidad (80%; IC95%: 34,9-100%)
y valores predictivos positivos y negativos (Figura 1).

Los sueros positivos en las muestras agudas para el ELISA IgM
pool tenian en promedio siete dias de enfermedad, a diferencia
de los positivos por ELISA IgM PANBIO y MAT que tenian diez
dias desde el inicio de los sintomas.

En las muestras convalecientes, ambas pruebas tuvieron el
mismo rendimiento, sensibilidad de 100% (97,4-100%), espe-
cificidad de 80% (34,9-100%), valor predictivo positivo de 95%
(83,0-100%) y valor predictivo negativo de 100% (87,5-100%).

DISCUSION

Proporcionar al médico un resultado rapido y oportuno de su
sospecha clinica es importante para que realice un tratamiento
oportuno y efectivo. Por tanto, un método de diagndstico rapido
e inicial es importante para diferenciar a la leptospirosis de
otras enfermedades de presentacion clinica similar.

El ELISA IgM pool descrito en este reporte, tiene el mismo
rendimiento que el ELISA comercial para las dos muestras;
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sin embargo, tiene una mejor capacidad de detectar casos
agudos (73,7%) de leptospirosis que el ELISA comercial y
el MAT (31,6% en ambos casos). Las inmunoglobulinas IgM
fueron detectadas por el ELISA IgM a partir de los tres dias
de iniciado los sintomas, pero con un promedio de siete dias,
similares reportes se encontraron en estudios previos referidos
a estandarizar métodos para esta enfermedad ©&11.17),

Los resultados de este trabajo confirman nuestras sospechas
previas en la utilidad del ELISA IgM usando un pool de antigenos,
se encontrd que este método es mas sensible que los ELISA IgM
comerciales descritos cuyas sensibilidades varian entre 29-52%

en muestras de pacientes con enfermedad aguda ©-"18),

En la gran mayoria de estos ELISA comerciales, se usan sero-
vares no patégenos, como antigeno de ahi su baja sensibilidad.
Comparando con otros métodos comerciales como el dipstick
IgM, el ELISA IgM fue mas sensible que los otros métodos co-
merciales (1214,

En el Peru tenemos reportados mas de 55 serovares aislados
de personas, animales domésticos y silvestres en los ultimos
40 afios, de las cuales 19 son serovares nuevos en el mun-
do ). La prueba MAT detecté anticuerpos en contra de varios
serovares de leptospiras: Grippotyphosa, Cynopteri, Georgia,
Bataviae y Sejroe. Los serovares que reaccionaron en el MAT,
se aislaron de roedores, marsupiales y animales domésticos en
el Peru, por lo que podriamos asumir que la fuente de origen
del brote esta relacionada con la orina de estos animales.

El diagnostico clinico temprano de la leptospirosis en areas tropi-
cales es muy dificil debido a que existen otras enfermedades con
sintomatologia parecida como malaria, fiebre entérica, dengue,
fiebre amarilla, Mayaro, oropuche, encefalitis equina y hepatitis
viral, y no podriamos asumir rapidamente a tal agente como cau-
sante del brote para tomar las medidas de control e iniciar un

tratamiento a las personas si solo usaramos el MAT (267,

Debido a la poca cantidad de pacientes evaluados, los intervalos
de confianza obtenidos son muy amplios y no permiten encontrar
claramente las diferencias de la performance de ambas pruebas
diagnosticas; sin embargo, la tendencia observada nos lleva a
afirmar que el ELISA IgM pool tiene una mejor sensibilidad que
el ELISA PANBIO.

Concluimos que la prueba evaluada fue altamente sensible y
especifica, no requiriendo equipo especializado, y podria ser
realizada en laboratorios periféricos con relativamente poca
experiencia en el diagnostico de leptospirosis. Por tanto, esto
repercutiria en beneficio de los pacientes ya que tendria un
diagnéstico mucho mas rapido, por tanto, un tratamiento ade-
cuado y oportuno.
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