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RESUMEN

Palabras clave

Objetivo. Desarrollar un enzimoinmunoensayo en fase solida (ELISA) para la determina-
cion de inmunoglobulinas G (IgG) (especifico de género) y evaluarlo en diferentes etapas de la
enfermedad.

Métodos. Se analizaron 1 077 muestras séricas de 812 pacientes con sospecha de leptospi-
rosis derivadas al laboratorio del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) de
la ciudad de Santa Fe, Argentina, entre 1999 y 2005. A partir de un criterio de definicion de
casos basado en los resultados de la microaglutinacion (MAT) y del recuento de leucocitos, y
de los valores de neutrofilia, se incluyeron en el estudio 182 casos confirmados (267 muestras),
167 casos negativos (293 muestras) y 40 casos probables (60 muestras). Cada muestra se cla-
sifico segtin el tiempo de evolucion de la enfermedad en tres etapas: primera (< 10 dias), se-
gunda (10-25 dias) y tercera (> 25 dias). En el ELISA, se utilizé como antigeno un extracto
de una mezcla de las serovariedades Pyrogenes y Tarassovi cultivadas en medio liquido, tra-
tado con ultrasonidos e inmovilizado por adsorcion en placas de poliestireno. Como anticuerpo
secundario se empled un anticuerpo monoclonal de cabra anti-IgG humana conjugado con pe-
roxidasa. El valor de corte, la sensibilidad y la especificidad del ELISA se determinaron utili-
zando como patrén la definicion de casos. Para determinar el valor de corte éptimo se calculd
el drea bajo la curva de eficacia diagnéstica (curva ROC).

Resultados. La sensibilidad de la prueba evaluada aumento considerablemente en la sequnda
etapa (93,2%), con respecto a la primera (68,1%), y descendié en la tercera (78,8%). La especi-
ficidad aumenté gradualmente desde el 96,3% en la primera etapa hasta el 100% en la tercera.
Conclusiones. Los resultados obtenidos indican que esta prueba de ELISA puede ser de
gran utilidad como complemento de la MAT para el diagndstico de la leptospirosis en todas las
etapas y, en particular, para adelantar el diagnoéstico de la enfermedad aguda.
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La leptospirosis es una zoonosis
emergente o reemergente de distri-
buciéon mundial causada por espiro-
quetas del género Leptospira (1-3). Su
ocurrencia se ve favorecida por las
condiciones ambientales en regiones
de clima tropical o subtropical, donde
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las temperaturas elevadas y los altos
indices pluviométricos de determina-
dos periodos del afio facilitan la apari-
cién de brotes epidémicos de caracter
estacional (2, 4-6).

Esta enfermedad es frecuentemente
subdiagnosticada debido a que los sin-
tomas clinicos son inespecificos y, por
lo tanto, las pruebas de laboratorio son
esenciales para la confirmar los casos.
La técnica de confirmacién serolégica
de referencia internacional es la mi-
croaglutinacién (MAT). Esta prueba es
compleja y de dificil realizacién, y ge-
neralmente no permite la deteccién
precoz de los casos (1, 2). Para evitar
las complicaciones y las formas mas
graves de la enfermedad es imprescin-
dible realizar un diagnoéstico temprano
y comenzar inmediatamente un trata-
miento eficaz (7).

Segun los estudios mads recientes,
existen dos tipos de anticuerpos espe-
cificos contra las leptospiras: unos diri-
gidos contra antigenos especificos de
género comunes a todas las leptospi-
ras (variedades patdgenas y no paté-
genas) y otros contra antigenos especi-
ficos de serovariedad y serogrupo (3).
Los anticuerpos especificos de género
(anticuerpos coaglutinantes o de reac-
tividad cruzada) son los primeros en
aparecer (3, 8), por lo que su presencia
puede ser considerada como un indi-
cador de fase aguda de la infeccién (8,
9). Tras el periodo inicial, estos anti-
cuerpos desaparecen gradualmente a
medida que la respuesta inmunitaria
madura. Los anticuerpos especificos
de género s6lo permanecen detecta-
bles durante unas semanas o unos
meses, mientras que los anticuerpos
especificos de serovariedad y sero-
grupo pueden determinarse por MAT
durante afios (3). Esto indica que un
resultado positivo en la MAT puede
ser de escasa utilidad para diferenciar
una infeccién presente de una infec-
cién pasada (10-12).

En la Argentina, el cribado diagnés-
tico se realiza por un método de ma-
croaglutinacién con un reactivo “arte-
sanal” especifico de género producido
en pocos laboratorios de referencia, el
antigeno termorresistente (TR) (1, 13,
14). Este método, aunque es rapido y
sencillo, tiene numerosos inconvenien-

tes: la produccién del reactivo es de di-
ficil estandarizacion, tanto entre labo-
ratorios como dentro de un mismo
laboratorio, y su interpretacion es sub-
jetiva, lo que dificulta la obtencién de
resultados comparables entre distintos
laboratorios. Ademds, hay estudios
que describen la obtencién de falsos
negativos y falsos positivos con este
antigeno (2, 15, 16).

La deteccién de inmunoglobulinas
M (IgM) por enzimoinmunoensayo
(ELISA) ha sido ampliamente usada
para el diagndstico de leptospirosis y
es mas sensible que la MAT (1, 17, 18).
Actualmente existen varios métodos
comerciales que detectan tanto IgM
como IgG (12, 19-22), pero ninguno de
ellos esta facilmente disponible en pai-
ses en desarrollo, como la Argentina.
De alli que para poder contar con
algin método diagnoéstico alternativo
se hace necesario el desarrollo y la pro-
duccién nacionales.

El objetivo de este trabajo fue desa-
rrollar un ELISA de determinacién de
IgG (especifico de género) y evaluarlo
en diferentes etapas de la infeccién.

MATERIALES Y METODOS
Muestras de suero

Se analizaron muestras de suero de
pacientes con sospecha de leptospiro-
sis derivadas para diagnéstico al la-
boratorio del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER),
Santa Fe (Argentina), desde enero de
1999 hasta diciembre de 2005. Sélo se
incluyeron en el estudio las muestras
provenientes de pacientes que reunie-
ron los requisitos necesarios para ser
clasificados segtn el criterio de defini-
cién de casos. Los sueros se conserva-
ron a —70°C hasta la realizacién de las
pruebas.

Microaglutinacion con antigenos
vivos (MAT)

Todos los sueros se analizaron por
MAT, usando como antigeno una ba-
teria de 13 serovariedades pertene-
cientes a 12 serogrupos (1). Los antige-
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nos empleados corresponden a los si-
guientes serogrupos (cepas de referen-
cia entre paréntesis): Castellonis (Cas-
tellén 3), Canicola (Hound Utrecht IV),
Grippotyphosa (Moskva V), Icterohae-
morrhagiae (M20), Hebdomadis (Heb-
domadis), Pomona (Pomona), Pyroge-
nes (Salinem), Tarassovi (Perepelicin),
Sejroe (Wolffi 3705), Sejroe (Hardjo-
prajitno), Australis (Ballico), Autum-
malis (Akiyami A) y Bataviae (Swart).
Las muestras se consideraron positi-
vas a partir de la dilucién 1:50, segin
las recomendaciones de la Asociacién
Argentina de Veterinarios de Labora-
torio de Diagnéstico (AAVLD) (23).

Definicion de casos de leptospirosis

Se utilizé un criterio de definicién
de casos que incluy6 los resultados de
la MAT, —prueba serolégica de refe-
rencia internacional—, los anteceden-
tes de laboratorio clinico general, los
sintomas clinicos y los datos epide-
miolégicos. Se consideraron “casos
confirmados” los pacientes con antece-
dentes clinicos y epidemiolégicos indi-
cativos de leptospirosis, en los que se
demostr6 a) seroconversion en la MAT
(aumento del titulo de por lo menos
cuatro veces para una serovariedad)
en dos 0 mas muestras con al menos
una semana de intervalo o b) una
Unica muestra positiva para mas de
una serovariedad (coaglutinacién),
una de las cuales, por lo menos, con un
titulo mayor o igual a 1/200 en la
MAT. En ambos casos, estos resulta-
dos debian acompafiarse de neutrofilia
mayor de 70% y un nimero de leuco-
citos mayor de 8 000/mm?. Se consi-
deraron “casos negativos” los pacien-
tes asintomaticos o sintomaticos con
resultado negativo en la MAT en una
tnica muestra de la segunda o la ter-
cera etapa de evolucién, o en dos
muestras de distintas etapas, con neu-
trofilia menor o igual a 70% y un nd-
mero de leucocitos menor o igual a
8 000/mm?3. En este estudio no se in-
cluyé el cultivo en el criterio de defi-
nicién de casos debido a que fue muy
dificil obtener muestras adecuadas y
a que, lamentablemente, el tiempo
transcurrido desde la obtencién de las
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muestras en los laboratorios locales
hasta su llegada al laboratorio de refe-
rencia del INER fue demasiado largo
como para permitir la viabilidad de las
leptospiras. Se definieron como “casos
probables” aquellos pacientes con an-
tecedentes clinicos y epidemiolégicos
indicativos de leptospirosis y resul-
tado positivo en la MAT, con titulo
menor de 1/200 en la primera o la se-
gunda muestra, o con al menos neu-
trofilia mayor de 70% y un niimero de
leucocitos mayor de 8 000/mm?.

Poblacién estudiada

A partir de las 1 077 muestras aisla-
das o pareadas analizadas en el labo-
ratorio del INER durante el periodo
de estudio, correspondientes a 812 pa-
cientes, se identificaron, aplicando la
definicién de casos mencionada, 182
casos confirmados (267 muestras: 116
de la primera etapa, 118 de la segunda
y 33 de la tercera), 167 casos negativos
(293 muestras: 108 de la primera etapa,
143 de la segunda y 42 de la tercera) y
40 casos probables (60 muestras (25 de
la primera etapa, 26 de la segunda y 9
de la tercera etapa). Para evaluar si la
poblacién de casos era sesgada o no, se
incluyeron en el analisis de los datos
los 40 casos probables dentro de los
casos confirmados.

Para cada paciente, se completé una
planilla clinico-epidemiolégica con los
datos personales, la fecha de inicio
de los sintomas, la fecha de toma de
muestras, los sintomas clinicos, los
datos generales de laboratorio clinico
y los datos epidemiolégicos en el mo-
mento de la derivacién de la muestra.
De las diferencias entre la fecha de la
toma de muestra y la fecha de inicio de
los sintomas se obtuvieron los tiempos
de evolucién de la enfermedad relacio-
nados con cada muestra; a partir de
estos datos, las muestras se agruparon
segln tres etapas: primera (menos de
10 dias de evolucién), segunda (de 10 a
25 dias de evolucién) y tercera (mds de
25 dias de evolucion). Se calcularon la
media, la mediana, la desviacién es-
tdndar y los intervalos de confianza
de 95% (IC95%) de la duracion del pe-
riodo de evolucion.
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La edad de los pacientes incluidos
en el estudio estuvo comprendida
entre 1y 76 afios, con una media de 30
afios y una mediana de 28 afios (68 pa-
cientes sin informacién). El 77,4% de
los pacientes (301) era de sexo mascu-
lino y 22,6% (88), de sexo femenino.
Los datos clinicos en el momento de la
derivacién de la primera muestra fue-
ron: fiebre en 261 pacientes (67,1%, 74
sin informacién), ictericia en 125 pa-
cientes (32,1%, 79 sin informacién),
cefalea en 233 pacientes (59,9%, 84 sin
informacién), enrojecimiento ocular
bilateral en 142 pacientes (36,5%, 91
sin informacién), dolores musculares
en 212 pacientes (54,5%, 81 sin infor-
macién), sindrome respiratorio en 96
pacientes (24,7%, 96 sin informacién),
sindrome hepatico en 115 pacientes
(29,6%, 117 sin informacién), sindrome
renal en 89 pacientes (22,9%, 117 sin
informacién), sindrome meningeo en
34 pacientes (8,7%, 102 sin infor-
macién), sindrome hemorragico en 38
pacientes (9,8%, 126 sin informacién).
Estos pacientes residian en 12 provin-
cias de Argentina: 88,1% en Santa Fe
(32,4%), Entre Rios (29,6%) y Misiones
(26,1%), y 11,9% restante en Jujuy,
Buenos Aires, Corrientes, Formosa,
La Pampa, Mendoza, Neuquén, Rio
Negro y Salta.

ELISA indirecto

Se utilizé como antigeno un extracto
de una mezcla de las serovariedades
Pyrogenes y Tarassovi, obtenido de un
cultivo en medio liquido de Ellinghau-
sen, McCullough, Johnson, Harris
(EMJH) de entre 7 y 14 dias de desa-
rrollo (17). Previamente, se habian
evaluado extractos provenientes de
todas las serovariedades de leptospi-
ras utilizadas en la MAT y se habia ob-
servado buena reactividad en cada
uno de ellos; se seleccionaron las sero-
variedades Pyrogenes y Tarassovi por
mostrar la mayor capacidad para dis-
tinguir entre sueros provenientes de
casos negativos y de casos confirma-
dos, y la menor reactividad de los sue-
ros de casos negativos. El cultivo se
centrifugd 20 minutos a 10 000 g, se
lavé con solucién salina tamponada

con fosfato (PBS) de pH 7,2 y se tratd
con ultrasonidos dos veces, durante
dos minutos cada vez. Se determing la
cantidad de proteinas del extracto
crudo antigénico por el método del
Biuret (Proti-2, Wiener Lab., Argen-
tina). Se determinaron las variables
adecuadas para la inmovilizacién del
antigeno en la fase sdlida: estabiliza-
cién y conservacion de las superficies
de inmunocaptura preparadas (24). Se
determinaron asimismo las condicio-
nes para el ensayo: tipo y concentra-
cién de muestras, tipos de conjugados
y condiciones de cada una de las eta-
pas del ensayo (25, 26). El antigeno se
inmovilizé por adsorcién en placas
de poliestireno de 96 pocillos (Costar,
EE. UU., referencia: 2592), en una solu-
cién reguladora de carbonato y bicar-
bonato de sodio 0,1M de pH 9,6. Se in-
cubaron 100 ul por pocillo de la
disolucién (concentraciéon de proteinas
totales: 10 pg/ml) durante toda la
noche, a 4 °C. Tras la incubacion, las
placas se lavaron dos veces con solu-
cién de lavado (PBS con polisorbato
20 a 0,05%, pH 7,2) y dos veces con
agua destilada. Luego, se secaron y se
conservaron selladas en bolsas plésti-
cas con desecadores, a 4 °C, hasta su
utilizacién. Las muestras se diluyeron
segtn un factor de 1:200 en una solu-
cién proteica (PBS con caseina a 1%,
Sigma, EE. UU.) y se incubaron por
duplicado alicuotas de 100 ul de cada
dilucién durante 30 minutos a 37 °C.
Luego de la incubacién, las placas se
lavaron seis veces con solucién de la-
vado. El anticuerpo monoclonal (anti-
cuerpo de cabra anti-IgG humanas, es-
pecifico del fragmento Fc, conjugado
con peroxidasa; Chemicon Internatio-
nal [EE. UU.], referencia: AP113P) se
diluy6 segtin un factor de 1:40.000 con
la solucién proteica y luego, se incuba-
ron 50 pl de dilucién en todos los po-
cillos, durante 30 minutos a 37 °C.
Tras la incubacién se repitio el paso de
lavado. El revelado se realiz6 por incu-
bacién con 100 pl de una solucién co-
mercial de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina
(TMB) lista para usar (Zymed, EE. UU.)
durante 15 minutos, a 37 °C. La reac-
cién se detuvo agregando 100 ul de
solucién de 4cido sulftirico 2 N. La ab-
sorbancia a 450 y 630 nm se midi6 en
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un lector de placas (MRX II, Dynatech,
EE. UU.) (24). En cada placa se proce-
saron por triplicado una mezcla de
sueros de pacientes clasificados como
casos negativos (control negativo) y
una mezcla de sueros de pacientes cla-
sificados como casos confirmados
(control positivo). Las muestras se pro-
cesaron por duplicado y se obtuvo la
densidad 6ptica media (DOM) de cada
una de ellas. Los resultados se expresa-
ron como densidad dptica corregida
(DOCQ), la cual se obtuvo, para cada
muestra, dividiendo la densidad éptica
media correspondiente por la densidad
6ptica media del control negativo. Las
muestras se consideraron positivas
cuando su densidad 6ptica corregida
resulté mayor que el valor de corte.

Disefio del estudio y analisis
estadisticos

Para asegurar la validez externa del
estudio se tomd una muestra repre-
sentativa de la poblacién de referencia
y se calculé el nimero minimo de
casos confirmados y de casos negati-
vos que hay que incluir en el estudio
segun la férmula para estimar el inter-
valo de confianza de una proporcién.
El ntimero obtenido para una sensibi-
lidad y una especificidad estimada de
90%, un error absoluto de 5% y un
nivel de confianza de 95% fue de 138,
utilizando el programa Epilnfo 6.04
(27). Para asegurar la validez interna
del estudio se siguieron protocolos es-
tandar, siempre en el mismo laborato-
rio y en las mismas condiciones, y se
confiaron las determinaciones a un
tnico analista. El disefio del estudio
fue de tipo observacional transversal.
Las muestras se analizaron a doble
ciego, para controlar el sesgo de revi-
sién, y por duplicado, para controlar
el error aleatorio. Se minimiz6 el sesgo
de verificacion aplicando la determi-
nacién por ELISA y la confirmacién
por MAT a las muestras de todos los
pacientes incluidos en el estudio, en
forma independiente de los resultados
obtenidos en cada una de estas prue-
bas. La inestabilidad cuantitativa se
estim6 mediante los intervalos de con-
fianza de 95%.
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CUADRO 1. Sensibilidad, especificidad y valor de corte del inmunoensayo de fase sélida
(ELISA) para el diagnéstico de la leptospirosis en las tres etapas de la enfermedad,

Argentina, 1999-2005

N.° de N.° de Area bajo
muestras de  muestras de  Valorde  Sensibilidad Especificidad la curva
casos casos corte (%) (%) ROCe
Etapa confirmados  negativos (DOC)2 (1C95%)P (IC95%)° (IC95%)°
1 116 108 >2,28 68,1 96,3 0,851
(58,8—76,4)  (90,8-99,0) (0,797 — 0,895)
2 118 143 >2,44 93,2 99,3 0,978
(96,1-99,9)  (96,1-99,9) (0,952 — 0,992)
3 33 42 >2,29 78,8 100 0,947
(61,1-91,0) (100,0-100,0)  (0,8700,985)

2 DOC: densidad dptica corregida = densidad 6ptica media de las muestras / densidad dptica media del control negativo.

b 1C95%: intervalo de confianza de 95%.
€ Curva ROC: curva de eficacia diagndstica.

El valor de corte, la sensibilidad y la
especificidad del ensayo se calcularon
para cada una de las tres etapas de la
enfermedad definidas anteriormente,
utilizando las definiciones de caso
confirmado y caso negativos como pa-
trén. Para determinar el valor de corte
Optimo se calcul6 el area bajo la curva
de eficacia diagnéstica (curva ROC,
del inglés Receiver Operating Characte-
ristics), utilizando el programa Med-
calc® (28-30).

RESULTADOS

La sensibilidad calculada aumenté
considerablemente en la segunda
etapa, con respecto a la primera, y des-
cendié nuevamente en la tercera. La
especificidad resulté elevada en todas
las etapas (desde 96,3% hasta 100%) y
aumenté gradualmente desde la pri-
mera hasta la tercera (cuadro 1).

Los valores estimados de sensibili-
dad y especificidad del ELISA luego
de incluir los casos probables dentro
de los casos confirmados fueron muy
similares a los obtenidos considerando
s6lo los casos confirmados. En la pri-
mera etapa, la sensibilidad fue de
68,8% (IC95%: 60,5 — 76,3%) y la espe-
cificidad, de 96,3% (IC95%: 90,8 —
99,0%); en la segunda, la sensibilidad
fue de 86,8% (IC95%: 80,2 — 91,9%) y
la especificidad, de 99,3% (IC95%CI,
96,2 — 99,9%), y en la tercera, la sensi-
bilidad fue de 73,8% (IC95%: 58,0 —
86,1%) y la especificidad, de 100%
(IC95%: 100 — 100%).
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En relacién con la duracién de la evo-
lucién de la enfermedad en los pacien-
tes incluidos en el estudio, en la pri-
mera etapa, el valor minimo fue de 0
dias, con una media de (5,6 + 2,4) dias
(IC95%: 5,3 — 5,9) y una mediana de
6,0 dias (IC95%: 5,3-6,0); en la segunda
etapa, la duracién media fue de (15,3 +
4,4) dias (IC95%: 14,8 — 15,9) y la me-
diana, de 14,0 dias (95%ClI, 14,0 a 15,0),
y en la tercera etapa, la duraciéon ma-
xima de la evolucién fue de 494 dias,
con una media de (72,6 + 72,4) dias
(IC95%: 56,3 — 88,9) y una mediana de
37,0 dias (95%CI: 33,3 — 47,3). En las
figuras 1, 2 y 3 se presentan los diagra-
mas de puntos de las muestras con re-
sultados positivos y negativos en el
ELISA segtn el criterio de definicién de
casos en la primera, segunda y tercera
etapa, respectivamente.

Dentro de la poblacién estudiada se
encontraron 16 casos de otras enferme-
dades que requieren un diagndstico
diferencial de leptospirosis: infecciéon
por hantavirus (n = 5), hepatitis A (n =
5), dengue (n = 3), sepsis por Staphylo-
cocus spp (n = 2), sepsis por Enterobac-
ter spp (n = 1) y malaria (n = 1). Las 16
muestras analizadas fueron negativas
en el ELISA.

DISCUSION

El diagndstico de leptospirosis es
muy complejo; los métodos tradicio-
nales incluyen el cultivo en medios
con polisorbato y la deteccién de anti-
cuerpos por MAT. Ambos procedi-
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FIGURA 1. Diagrama de puntos de los resultados del inmunoensayo de fase sélida (ELISA) para el diagnéstico de la lepto-
spirosis segun el criterio de definicion de casos, en la primera etapa de la enfermedad, Argentina, 1999-2005

Valor de corte: 2,3

Sensibilidad: 68,1%

Especificidad: 96,3%
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FIGURA 2. Diagrama de puntos de los resultados del inmunoensayo de fase sélida (ELISA) para el diagndstico de la lepto-
spirosis segun el criterio de definicion de casos, en la segunda etapa de la enfermedad, Argentina, 1999-2005
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FIGURA 3. Diagrama de puntos de los resultados del inmunoensayo de fase sélida (ELISA) para el diagnéstico de la leptospiro-
sis segun el criterio de definicion de casos, en la tercera etapa de la enfermedad, Argentina, 1999-2005
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mientos tienen limitaciones. El cultivo
es lento, produce resultados retrospec-
tivos y tiene baja sensibilidad, puesto
que se logran aislamientos en menos
de 50% de los casos (11,12); si las
muestras para cultivo no se obtienen
en el momento apropiado de la enfer-
medad, su sensibilidad es menor atn.
La MAT requiere gran experiencia
para su realizacion e interpretacién (1),
y es de poca utilidad para guiar el
manejo clinico temprano de la enfer-
medad, puesto que los titulos de anti-
cuerpos detectados por esta técnica
aumentan mas tarde que los deter-
minados por otros métodos (18, 31)
y, ademads, debe transcurrir mucho
tiempo antes de poder detectar la sero-
conversién entre muestras de fase
aguda y de convalecencia (21). Se ha
demostrado que el método de ELISA
es mds sensible para detectar anticuer-
pos no aglutinantes que anticuerpos
aglutinantes (12, 17, 18). Los titulos de
anticuerpos dirigidos contra las lep-
tospiras comienzan a ser detectables
en sangre entre 5 y 10 dias luego de la
aparicién de los sintomas de la enfer-
medad; los anticuerpos de tipo IgM
generalmente aparecen antes que los
de tipo IgG (3). Debido a ello, se podia

Casos negativos
(n=167)

esperar que en la primera etapa, la
sensibilidad del método de ELISA eva-
luado en este estudio fuera baja. Sin
embargo, a pesar de que algunas de las
muestras de la primera etapa corres-
pondian a una evolucién de la enfer-
medad de cero dias (media = 5,6
dias, mediana = 6 dias), la sensibili-
dad observada del ELISA (68,1%) fue
considerablemente elevada, lo cual
coincide con resultados obtenidos en
la evaluaciéon de otras pruebas de
ELISA por otros autores (11, 31). No
obstante, dado que la duracién de la
evolucién se estim6 a partir de datos
proporcionados por los pacientes, no
puede descartarse la presencia del
sesgo de memoria, y que la duracion
de este periodo haya sido en realidad
mayor que la estimada. Sin embargo,
se debe seguir trabajando para obtener
pruebas de mayor sensibilidad en eta-
pas iniciales, mediante la deteccién de
anticuerpos o de antigenos de lepto-
spiras que permitan un diagnéstico de
la enfermedad en las etapas iniciales,
donde el tratamiento es madas eficaz,
para mejorar asi las posibilidades de
curacién del paciente.

La especificidad del ELISA (96,3%)
durante la primera etapa de la enfer-
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medad fue muy elevada, lo cual su-
giere que un resultado positivo en esta
prueba, incluso si la MAT es atin nega-
tiva, puede ser de gran utilidad diag-
nostica, a la espera de confirmacién por
esta tltima prueba en etapas posterio-
res de la enfermedad. Esto, sumado a la
alta especificidad del ensayo frente a
muestras de pacientes con otras enfer-
medades de sintomas similares, respal-
dan su utilidad en las etapas iniciales
de la leptospirosis.

Durante la segunda etapa de la en-
fermedad se observé la mayor sensibili-
dad (93,2%) y una muy buena especifi-
cidad (99,3%) del ELISA, mientras que
las areas bajo la curva de eficacia diag-
néstica indicaron que los casos confir-
mados tenian mayor probabilidad de
obtener un valor alto en este ensayo
que los casos negativos. Todo esto su-
giere que durante esta etapa, el ELISA
puede ser muy ttil como complemento
de la MAT. Maés atin, en laboratorios
donde no se dispone de los equipos y
de la destreza necesarios para la reali-
zacion de la MAT, el resultado del
ELISA puede adelantar el diagnéstico
presuntivo hasta tanto se pueda derivar
la muestra a un laboratorio de referen-
cia para confirmacién por MAT. Esto
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constituye una gran ventaja de este
ELISA respecto a la otra prueba de cri-
bado (especifica de género) que se
emplea en Argentina, la aglutinacion
macroscopica con antigeno termorre-
sistente, que proporciona falsos resulta-
dos negativos (2, 15, 16).

En este estudio, las muestras de la ter-
cera etapa correspondieron a evolucio-
nes de la enfermedad de entre 25 y 494
dias (media = 72,6 dias, mediana =
37,0 dias). La sensibilidad hallada en la
tercera etapa (78,5%) disminuyo con res-
pecto a la segunda etapa. Este hecho po-
dria deberse a una disminucién de la
concentracién de los anticuerpos especi-
ficos de género determinados en el
ELISA, que ya pueden haber comen-
zado a descender a partir de 25 dias de
evoluciéon. La persistencia, incluso por
muchos afios, de anticuerpos aglutinan-
tes valorables por MAT determina que
en zonas de elevada endemicidad una
alta proporcién de la poblacién puede
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presentar anticuerpos debidos a infec-
ciones pasadas (10-12). De alli que el
diagnéstico presuntivo basado en una
Unica muestra con titulos inicialmente
elevados en la MAT es posible, pero el
valor umbral (o sensibilidad diagnods-
tica) dependerd de la prevalencia de lep-
tospirosis en la poblacién. El descenso
de la sensibilidad de este ELISA en
muestras tomadas a partir de 25 dias de
evolucién sugiere que, a diferencia de la
MAT, esta prueba puede ser de gran uti-
lidad para diferenciar las infecciones
agudas de las infecciones pasadas, sobre
todo si se considera que la especificidad
del ELISA fue maxima (100%) en la ter-
cera etapa de la enfermedad.

Aunque el nimero de pacientes de-
finidos como casos probables no fue
muy elevado, los valores de sensibili-
dad y especificidad obtenidos en to-
das las etapas no variaron mayor-
mente al incluir los casos probables
dentro de los casos confirmados, lo
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ABSTRACT

Diagnosis of leptospirosis:
evaluation of a solid-phase
enzyme immunoassay in

different stages of the disease

Key words

Objective. To develop a solid-phase enzyme immunoassay (ELISA) for genus-
specific immunoglobulin G (IgG) determination with leptospirosis and to evaluate the
ELISA in different stages of the disease.

Methods. A total of 1 077 serum samples from 812 patients with suspected lepto-
spirosis were analyzed. The samples had come from diagnoses done in the laboratory
of the National Institute of Respiratory Diseases (Instituto Nacional de Enfermedades Res-
piratorias), in the city of Santa Fe, Argentina, between 1999 and 2005. Included in the
study were 182 confirmed cases (267 samples), 167 negative cases (293 samples), and
40 probable cases (60 samples) (based on case definitions based on the results from the
microscopic agglutination test (MAT), leukocyte counts, and neutrophilia values).
Each sample was classified, according to the days of the natural history of disease, into
one of three stages: first (< 10 days), second (10-25 days), or third (> 25 days). The anti-
gen used in the ELISA was an extract of a mixture of pyrogenes and tarassovi serovars
cultivated in a liquid medium, treated with ultrasound, and immobilized by adsorp-
tion on polystyrene plates. As a secondary antibody, a peroxidase-conjugated goat
anti-human IgG monoclonal antibody was used. The cutoff value, sensitivity, and
specificity of the ELISA were determined using the definitions of confirmed cases and
of negatives cases as the standard. In order to determine the optimal cutoff value, the
area under the receiver operating characteristic curve was calculated.

Results. The sensitivity of the evaluated test was much higher in the second stage
(93.2%) than in either the first stage (68.1%) or the third stage (78.8%). The specificity
increased gradually from 96.3% in the first stage to 100% in the third stage.
Conclusions. Our results indicate that this ELISA test can be a very useful comple-
ment to the MAT for the diagnosis of leptospirosis in all the stages and, in particular,
in order to diagnose acute disease sooner.

Leptospirosis, diagnosis, enzyme-linked immunosorbent assay, Argentina.
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