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RESUMEN

Se estudiaron 41 sueros provenientes de pacientes en estado grave con sospechas de |leptospirosis humana, mediante la prueba
comercia Lepto dipstick y haciendo uso paralelamente de la microaglutinacion de serogrupos con antigenos vivos (MAT). Se
obtuvieron diferentes niveles de reactividad por € dipstick en 26 de las muestras investigadas. Este ensayo y la MAT coincidieron
en 85,4 % de los resultados. Se comprobd que el Lepto dipstick reconoce anticuerpos contra diferentes serovares de leptospiras,
y que €l grado de intensidad de la tincién de las bandas se corresponde con el nivel de anticuerpos detectados por la MAT. La
aplicacion del Lepto dipstick a diagnostico de la leptospirosis humana, permitié ofrecer una respuesta rapida al personal médico
de asistencia de los casos estudiados. Esto demostr6 que se trata de un método répido de realizar y de f&cil lectura e interpretacion.
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El diagndstico de la leptospirosis humana es
un hecho compl€jo, en el que debe considerarse
la epidemiologia, los factores de riesgo, los
signos clinicos, las lesiones y los hallazgos de
laboratorio. El diagndstico microbiolégico
constituye un aspecto determinante en esta
entidad, porque durante lainfeccion se producen
variadas formas clinicas.t 2

El diagnostico delaboratorio delaleptospirosis
humana se basa fundamentalmente en métodos
bacteriol 6gicosy serol 6gicos,; estos Ultimosson los
de mayor aplicacién al nivel internacional. La
microaglutinacion de serogrupos (MAT) es la

técnicade referencia, la cual permite la deteccion
de anticuerpos grupo-especificos con una alta
sensibilidad. Tiene la desventaja de que esta
restringida a laboratorios que sean capaces de
mantener cepas para la preparacion de los
antigenos vivos. Se describen otros métodos
alternativos como: hemaglutinacion indirecta,
ensayos inmunoenziméticos (ELISA) e
inmunofluorescenciaindirecta; pero estosrequieren
de personal calificado, son caros y requieren de
tiempo, independientemente de que se hace
necesario el uso de sueros pareados para €l
testgje.t 3

1 Maéster en Bacteriologia-Micologia. Licenciada en Microbiologia. Aspirante a Investigadora. Instituto de Medicina Tropical “Pedro

Kouri” (IPK).

Licenciada en Bioquimica. Aspirante a Investigadora. |PK.
Técnico en Microbiologia. IPK.

o g & w N

Méster en Ciencias. Doctora en Medicina Veterinaria. Investigadora Auxiliar. 1PK.
Licenciada en Microbiologia. Centro Municipa de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia de 10 de octubre. Ciudad de La Habana.

Méster en Bacteriologia-Micologia. Licenciada en Microbiologia. Investigador Auxiliar. IPK.



Recientemente se desarroll6 un nuevo
método conocido como dipstick, disponible
comercialmente, el cual esmuy sencillo deredlizar,
rapido y permite la deteccién de anticuerpos IgM
especificos a Leptospira, sin necesidad de un
equipamiento especia. Consiste en una tira que
contiene 2 bandas horizontales: una banda
constituidapor un antigeno deLeptospira deamplia
reactividad (bandainferior) y unabandade control
interno (banda superior) constituida por un
anticuerpo anti-lgM humano. El ensayo se basa
en launion delos anticuerpos | gM especificos con
el antigeno de Leptospira, unién que es
especificamente detectada por un conjugado anti-
IgM humana, y que sevisualizamedianteunatincion
al revelar lasbandas. Laintensidad delatincion es
importante paralainterpretacion delosresultados.
Labandade control interno permite comprobar la
integridad de los reactivos de deteccion y la
presencia de suero.*®

Enel presentetrabajo, € propdsito fuemostrar
los resultados obtenidos a aplicar este paguete
comercial al diagndstico rapido delaleptospirosis,
en el Laboratorio Nacional de Referencia de
Leptospiras del Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri”.

METODOS
MUESTRAS

Fueron estudiados 41 sueros procedentes de
individuos con sospechas clinico-epidemiol 6gicas
de leptospirosis humana en estado de gravedad.

METODOSANALITICOS

Lepto dipstick: fue usado un paquete
comercial (Organon Teknika). El procedimiento
técnico asi como lainterpretacion delosresultados
serealizd segln lasinstrucciones del productor.

MAT: se realizod segun se describe en los
Lineamientos para el Control y Prevencion de
la Leptospirosis, editado por € Comité de Expertos
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delaOMS? apartir de ladilucion 1:10 del suero
problemacomo Unicamodificacion.

RESULTADOS

Al aplicar el Lepto dipstick a las muestras de
suero en estudio se encontré que para todos los
casosd sistemafunciond, porque se obtuvo labanda
de control interno con unaintensidad de 2+.

Enlatablal sereflegjan losresultados obtenidos
tanto por e Lepto dipstick como por la MAT en
este universo detrabajo. Como se puede observar,
coincidieron los resultados de anbos métodos en
35 muestras de sueros (85,4 %).

TABLA 1. Resultados de la aplicacion del Lepto dipstick y la
MAT a los sueros en estudio

MAT
+ - Total
Lepto + 21 5 26
dipstick - 1 14 15
Total 22 19 41

Al analizar los patrones de intensidad de la
tincion de las bandas obtenidas, se encontré la
distribucion que aparece reflejada en la tabla 2,
donde se puede observar gue las reactividades
fueron mayormente moderadas y débiles en los
sueros estudiados. También se comprobé la
correlacion que existia entre la intensidad de la
tincién delas bandas con los titul os obtenidos por
MAT, y se observé que a mayor intensidad,
mayoreseran losnivel esde anticuerpos detectados
por MAT (tabla 3).

TABLA 2. Distribucién del nimero de sueros respecto a los
patrones de intensidad de la tincion de las bandas antigeno en el
dipstick

Sueros Intensidad de la tincion de las bandas antigeno*
andlizados O 1+ 2+ 3+ 4+
41 15 8 14 4 0

* 0: no reactivo, 1+: débil reactivo, 2+ reactividad moderada,
3+ y 4+: reactividad fuerte.
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TABLA 3. Relacion de laintensidad de la tincion en el dipstick
con los niveles de anticuerpos detectados por MAT

Lepto dipstick MAT
Intensidad de la tincion Rango de titulos de anticuerpos
0 0
1+ 160 - 640
2+ 320 - 640
3+ 320 - 640
DISCUSION

El diagnéstico microbiol 6gico delaleptospirosis
humana requiere de métodos rgpidos y sencillos
de realizar, que ofrezcan resultados en un breve
tiempo, pues en ocasiones la vida de muchas
personas depende de estos ensayos, dada la gran
variedad de formas clinicas en que se puede
manifestar esta entidad, la cual puede llegar a
confundirse con otras patologias de origen viral,
gue no necesitan de un tratami ento con antibi ticos.

El ensayo de Lepto dipstick utilizado, segin
€l patrén de su banda de control interno, permitié
realizar el diagndstico seroldgico alos sueros en
estudio, puesdemostré lafuncionalidad del sistema
y se correspondié con lo reportado en la
literatura.*®> Ademas, permitié valorar € grado de
intensidad del resto de las bandas, 0 sea, de las
gue indicaron la presencia de una reaccion
antigeno-anticuerpo especifico para Leptospira.

Se reporta que el dipstick comienza a
detectar anticuerpos usualmente entrelos 5-10 d
del comienzo de la enfermedad, |o que pudiese
justificar las muestras no reactivas encontradas,
las cual es procedian de pacientesingresados con
poco tiempo de evolucién. Cuando se obtiene
reactividad en sueros colectados en esta etapa,
generamente laintensidad de lareaccion es débil
(1+).# En estos casos se hace necesario €l estudio
de una segunda muestra.

En trabajos realizados por diversos
investigadores se han reportado para esta técnica
valores de sensibilidad que oscilan desde 60 hasta
93 %, y de especificidad desde 88 hasta 94 %, en
dependencia de la etapa en que se encuentre €l
paciente. Deformageneral se hacomprobado que
este ensayo combina una alta especificidad con
unaatasensibilidad.*®

Laintensidad moderada y débil de latincion
de las bandas obtenidas se relaciona con el
momento en gue fueron tomadas las muestras.
Por otra parte, cuando los pacientes reciben un
tratamiento temprano este puede interferir en el
desarrollo de unarespuestainmune fuerte, 1o que
afecta la sensibilidad del serodiagnéstico,
especialmente cuando las muestras de sueros
son colectadas en una fase temprana de la
enfermedad.

Este estudio ha permitido reafirmar, ademas,
gue el ensayolepto dipstick es capaz de reconocer
anticuerpos producidos contradiferentes cepas de
leptospiras, pues a través de la MAT se pudo
encontrar serorreactividad adiferentes serogrupos
como Canicola, Ballum, Pomona 'y Sejroe* ®

Laaplicaciondel Leptodipstick al diagnéstico
de la leptospirosis humana, permitid ofrecer una
respuestarapida al personal médico de asistencia
de los casos estudiados, demostro que se trata de
un método rapido de realizar y de facil lecturae
interpretacién, y que es Gtil al trabajar con
Mmonosueros, aunque se recomienda trabajar con
los pares de sueros para demostrar mediante una
tincion fuerte, una seroconversién o un aumento
delaintensidad de latincion, la presencia de una
leptospirosisactiva.

SUMMARY

Forty one serum specimens from critical patients who were
suspected of having human leptospirosis were studied by using
simultaneously convencional test Lepto-dipstick and serogroup
microagglutination test (MAT) with live antigens. Different
reactivity levels were reached in 26 tested samples by Lepto-
dipstick. This assay and MAT coincided in 85,4% of results. It
was confirmed that Lepto-dipstick detects antibodies to various
leptospiral serovars and that the degree of intensity of the band
staining corresponded with the level of detected antibodies by
MAT. The implementation of Lepto-dipstick in the diagnosis
of human leptospirosis allows providing a rapid response to the
medical staff in charge of the studied cases. This proved that
Lepto-dipstick is a rapid method that is easy-to-read and interpret.

Subject headings: LEPTOSPIROSIS/diagnosis; LEPTOS-
PIROSIS/microbiology; AGGLUTINATION TESTS; IGM/
/immunology; SEROLOGIC TESTS.
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