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RESUMEN

Introduccion: la leptospirosis humana es una enfermedad emergente de
distribucion mundial, a menudo subdiagnosticada por presentar un cuadro clinico
inespecifico. Con el propésito de contribuir al diagnoéstico rapido y oportuno de esta
entidad en Cuba se evalué un sistema inmunocromatogréfico de flujo lateral de
produccion nacional.

Métodos: se evalud un sistema inmunocromatografico cubano que utiliza
membranas de nitrocelulosa a las que se les acopla una mezcla de células
completas de leptospiras unidas a un conjugado anti IgM humana-oro coloidal como
sustancia de deteccion. Para la evaluacion de laboratorio se emplearon 215 sueros
humanos, divididos en 75 muestras positivas (Grupo |) y 140 muestras negativas
(Grupo I1). Se empled como técnica de referencia la Microaglutinacion con
antigenos vivos (MAT).

Resultados: el sistema evaluado mostr6 altos valores de sensibilidad (96 %),
especificidad (97,1 %) y concordancia (96,7 %) con respecto al sistema de
referencia. Los valores predictivos positivo y negativo fueron de 94,74 y 97,84 %
respectivamente. La razén de verosimilitud positiva resulté de 33,60 y la negativa
de 0,04.

Conclusiones: el sistema inmunocromatografico de flujo lateral propuesto podria
constituir una herramienta util para la pesquisa rapida de anticuerpos contra
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leptospiras. Se recomienda su validacion e introduccién en la red de laboratorios del
Sistema Nacional de Salud en Cuba.

Palabras clave: Leptospirosis; inmunocromatografia de flujo lateral; leptospiras.

ABSTRACT

Introduction: The human leptospirosis is an emergent disease with worldwide
distribution, it present a difficult diagnosis because it has not a specific clinical
symptom. With the purpose of contributing to the early and opportune diagnosis of
this entity in Cuba an immunochromatography system of lateral flow of national
production was evaluated.

Methods: A system indigenous was evaluated, that uses an antigen, formed by a
mixture of complete cells of leptospiras coupled to nitrocellulose membranes and a
conjugated of colloidal gold with anti human IgM, as detection substance. For the
evaluation 215 human serums were studied, divided in two groups, 75 positive
samples (Group |) and 140 negative samples to leptospirosis (Group Il). The
Microscopic Agglutination Test (MAT) with living antigens was used as reference
method.

Results: The system demonstrated high values of sensibility (96 %), specificity
(97,1 %) and agreement (96,7 %) according to the system of reference used. The
values positive predictive and negative were of 94,74 and 97,84 % respectively.
The reason of positive verisimilitude was of 33,60 and the negative of 0,04.
Discussion: The immunochromatography system of lateral flow to propose could
constitute a useful tool for the early investigation of the human leptospirosis. It is
recommended its validation and their future introduction in the net of laboratories
of the National System of Health in Cuba.

Key words: Leptospirosis; Immunochromatography test of lateral flow;
leptospiras.

INTRODUCCION

La leptospirosis humana es una enfermedad zoonética, que cursa en la mayoria de
los casos como una infeccion sistémica aguda, producida por serovares de
leptospiras, incluidas en el complejo patogénico Leptospira interrogans sensu lato.
Esta entidad tiene amplia distribucion mundial, aunque aparece con mayor
incidencia en regiones tropicales y subtropicales; la infeccion por leptospira provoca
diversas formas clinicas y a menudo es subdiagnosticada ya que sus sintomas y
signos son inespecificos. Puede presentarse como una enfermedad grave, aunque
sensible a tratamiento antimicrobiano especifico.'?

El éxito del diagnéstico de laboratorio de esta enfermedad, depende de las
evidencias epidemioldgicas, los criterios clinicos, los métodos de laboratorio y el
conocimiento sobre la patogenia de la enfermedad. En particular el periodo entre la
fecha de toma de las muestras clinicas con respecto a la fecha de inicio de
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sintomas, es de suma importancia a la hora de interpretar los resultados por los
diferentes métodos convencionales o de avanzada.®

Las técnicas seroldgicas desemperfian un papel importante para confirmar la
infeccion por leptospiras, ya que permiten demostrar en un breve periodo, la
presencia de inmunoglobulinas (IgM o IgG) producidas frente estas bacterias. Los
meétodos serolégicos son sencillos y de bajo costo si se comparan con el cultivo y
las técnicas bacterioldgicas o moleculares.*

La técnica de referencia descrita para el serodiagnéstico de la leptospirosis es la
Microaglutinacion con antigenos vivos (MAT, siglas en inglés). Este proceder
determina los anticuerpos aglutinantes en el suero del paciente mediante la mezcla
de varias diluciones de éste con leptospiras vivas. Los anticuerpos antileptospiras
presentes en la muestra hacen que estas se peguen unas a otras formado grumos.
Este proceso es observado usando microscopia de campo oscuro. Los anticuerpos
aglutinantes pueden ser de las clases IgM e I1gG. Este método posee ventajas, sin
embargo, tiene requerimientos especiales y consume mas tiempo, si se compara
con otros métodos seroldgicos y el cultivo.*5

En la busqueda de métodos sencillos y rapidos aparecen para el serodiagndstico de
leptospirosis, los sistemas inmunocromatograficos de flujo lateral: Dip-S-Ticks®-
IgM (comercializado por la agencia PanBio INDX, Inc) y LEPTO Dipstick, Lepto Tek
Lateral_Flow, los que detectan de forma rapida, anticuerpos IgM o IgG, especificos
contra leptospiras.*® Asi mismo en el afio 2007, la empresa Coreana BIO LINE (SD)
Standard Diagnostics, Inc, comercializa el estuche inmunocromatografico de SD
Leptospira-IgM y SD Leptospira IgM-1gG.4

Tomando en consideracion estos avances internacionales, el Laboratorio Nacional
de Referencia de Leptospiras (LNRL) del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”
(IPK) trabajoé en el desarrollo, la aplicacion y la evaluacién de un nuevo sistema
inmunocromatografico cubano de formulacién sencilla, dirigido a la detecciéon de
anticuerpos IgM contra leptospiras. De este modo, en colaboracién con el Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) se propuso realizar el disefio del sistema
y llevar a cabo el protocolo de evaluacion.

Se emplearon 215 sueros humanos, divididos en dos grupos: el grupo | con 75 muestras
de casos confirmados de leptospirosis por MAT y el grupo Il con 140 muestras de
pacientes con serologia negativa, de ellas 10 casos de sifilis, cinco de pacientes con
meningitis aséptica por enterovirus, 12 casos de dengue, 15 de hepatitis viral (cinco de
cada tipo A, By C) y 98 de individuos supuestamente sanos. Todas las muestras
procedian de la seroteca del LNRL, y se encontraban conservadas a -20°C.

El sistema consta de una tirilla de nitrocelulosa marcada en un extremo con un
conjugado formado por oro coloidal unido a una anti IgM humana, que difundira
con ayuda del tampoén de corrida.®” Los anticuerpos IgM para leptospira, son
reconocidos por la anti IgM conjugada al oro coloidal, que al migrar por la
membrana, alcanzan la zona de captura a una distancia de 15 mm del borde
inferior, donde se fijo el antigeno formado por una mezcla de células completas de
leptospiras, inactivadas con formaldehido: Ballum Castellén 3, Canicola H Utrecht
1V, Icterohaemorrhagiae M20, Pomona Pomona, Sejroe M 84.46 La tirilla, posee
ademas una zona control, ubicada aproximadamente a 20 mm del borde inferior de
la membrana de nitrocelulosa, formada poli-L-lisina (Sigma, St Louis, EUA).

Cada determinacion se realiz6 en un pocillo de placa de ELISA de fondo plano en el
que se depositaron 130 pl del tampdén de corrida. En la parte superior de la
membrana microporosa (zona de conjugado); se depositd el volumen de conjugado
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correspondiente en cada caso para obtener una concentracion de 80 D.O (a 540
nm). Posteriormente se colocaron 10 pl del suero problema, 5 mm por debajo del
conjugado (zona de la muestra) y se introdujo la tira perpendicularmente en el
pocillo que contenia tampdén de corrida. Se esperd 20 min para realizar la lectura
visual con iluminacién adecuada.”® Se tomé como resultado positivo la presencia de
mancha rosada de forma circular en la zona de captura y como resultado negativo
la ausencia de mancha rosada de forma circular en la zona de captura. Se tomd
como no valida la prueba, de no aparecer la mancha rosada de forma circular en la

zona de control.

Para evaluar el sistema, se utilizé el panel de sueros controles antes descrito y
como técnica de referencia la MAT con leptospiras vivas. El procedimiento técnico
se realizd segun la guia para el diagndstico, vigilancia y control. Organizacion

Mundial de la Salud, 2008.°

Se confecciond una base de datos en Microsoft Excel y los resultados se procesaron
mediante el paquete estadistico Epidat version 3.1 para calcular los porcentajes de
la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo y negativo, el indice de
concordancia o validez, asi como la razén de verosimilitud, estimandose para un

intervalo de confianza (IC) del 95 %.

El 96 % (72/75) de las muestras reactivas a leptospirosis (grupo |) por MAT
resultaron positivas por el sistema de inmunocromatografia de flujo lateral
desarrollado; mientras que el 97,1 % (136/140) de las muestras sin anticuerpos a
leptospiras (grupo I1) resultaron negativas por el sistema de inmunocromatografico.
La tabla muestra los valores de los parametros de desempefio del sistema
evaluado, tomando como referencia los resultados obtenidos por la técnica MAT.

Tabla. Indicadores de desempefio del sistema inmunocromatografico cubano

Parametros Valor (%)
Sensibilidad 96,00
Especificidad 97,14
Indice de validez 96,74
Valor predictivo + 94,74
Valor predictivo - 97,84
LR + 33,60
LR - 0,04

90,90
94,03
94,14
89,06
9%,07
12,78

0,01

IC (95 %)
100,00
100,00
99,35
100,00
100,00
88,37

0,12

Técnica tomada como referencia: MAT (Microaglutinacién con antigenos vivos).
+: positivo, - : negativo, LR-: razon de verosimilitud negativa, LR+: razén de
verosimilitud positiva, IC: intervalo de confianza del 95 %.

No se obtuvieron reacciones cruzadas al evaluar el sistema inmunocromatografico
utilizando sueros controles, positivos a otras enfermedades infecciosas.

Este es el primer trabajo que evalia un sistema basado en la inmunocromatografia
de flujo lateral para la pesquisa rapida de leptospirosis humana, desarrollado en
Cuba. Existen antecedentes cubanos para otras enfermedades infecciosas, como el
de Mainet et al., quienes desarrollaron una prueba inmunocromatogréfica con
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avidina-biotina para la deteccion de anticuerpos contra el antigeno e de hepatitis B
en plasma humano.8

El sistema evaluado obtuvo valores de sensibilidad y especificidad elevados,
comparable a sistemas similares comerciales.®*2 Esto lo convierte en una posible
herramienta, para la pesquisa de leptospirosis. Los valores predictivos positivo VPP
y negativo VPN en el sistema evaluado, superan el 90 %, estos muestran la
probabilidad de que un individuo para el que se haya obtenido un resultado
positivo, sea efectivamente un enfermo (VPP) y la probabilidad de que un individuo
con un resultado negativo esté efectivamente libre de la enfermedad (VPN).
Hallazgos similares se describen en la literatura consultada.®-*3

La razon de verosimilitud negativa (RV-) debe ser cercana a cero por lo que el
resultado del sistema evaluado (0,04) se considera satisfactorio. Obregoén et al., en
el 2011 reportan valores de RV- de 0,08; 0,13 y 0,12; para los sistemas
inmunocromatograficos importados: Dipstick, Lepto Tek Lateral Flow y SD
Leptospira IgM/1gG, respectivamente.*

En el estudio publicado por Obregon et al., en el 2011 se obtienen valores de razén
de verosimilitud positiva (RV+) de 9,29; 5,93 y 6,70 respectivamente para los
sistemas inmunocromatogréficos: Dipstick, Lepto Tek Lateral Flow y SD Leptospira
IgM/1gG.* Todos los valores fueron inferiores al obtenido en este estudio para el
sistema de flujo lateral evaluado.

El porcentaje de reacciones cruzadas descritas para estos sistemas serolégicos
rapidos suele ser bajo. Los trabajos revisados, identifican la presencia de
reacciones cruzadas en los sueros obtenidos de algunos pacientes con sifilis,
hepatitis B, HIV, asi como en individuos con hantavirosis y la enfermedad de Lyme.
Estos hallazgos se describen en estudios realizados en poblaciones de diferentes
regiones geograficas.®*3 El nUmero de casos controles, fue inferior a los empleados
en estudios precedentes.

El sistema propuesto podria constituir una herramienta atil para la pesquisa rapida
de anticuerpos contra leptospiras. Los indicadores de desempefio obtenidos son
satisfactorios por lo que se recomienda continuar el proceso de evaluaciéon con un
mayor nimero de muestras para su futura validacion e introduccion en la red de
laboratorios del Sistema Nacional de Salud en Cuba.
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