ARTICULO ORIGINAL
Rev Méd Urug 2014; 30(2):1-5

Valoracion de un procedimiento de
iInmunofluorescencia indirecta para la deteccion
de anticuerpos tipo IgM (IF-IgiVl) utilizado en el
diagnostico temprano de leptospirosis

Mag. Paulina Meny*, Tec. Elba Herndndez!, Dres. Felipe Schelotto*, Gustavo Varelas

Resumen

Introduccion: la leptospirosis es una enfermedad febril, aguda, que presenta manifestaciones clinicas variadas. Esto dificulta o retar-
da el diagndstico clinico, por lo cual es Util disponer de métodos de laboratorio adecuados para orientar el manejo inicial de estos pa-
cientes.

Objetivo: evaluar un procedimiento de inmunofluorescencia para detectar IgM (IF-IgM) de elaboracion propia aplicado al diag-
néstico temprano de leptospirosis.

Material y método: se analizaron por IF-IgM y microaglutinacion (MAT) (tomada como estandar de referencia) sueros obteni-
dos de pacientes con sospecha clinica de leptospirosis. La sensibilidad y especificidad de la IF-IgM versus MAT se establecie-
ron utilizando una tabla de doble entrada. La concordancia entre dos observadores se determiné por el test Kappa.
Resultados: de 161 muestras precoces analizadas, 97 sueros correspondieron a pacientes con infeccion aguda confirmada
por MAT y 64 sin infeccion. La sensibilidad y especificidad de la IF-IgM con sueros de fase aguda fueron 79% y 100%, respecti-
vamente. El indice Kappa fue 1.

Conclusiones: la IF-IlgM aparece como una herramienta Util para el diagnéstico temprano de pacientes con leptospirosis. No
requiere el manejo de bacterias viables, puede realizarse en laboratorios que cuenten con microscopio de luz ultravioleta, se ne-
cesita una sola muestra de suero y el resultado esté listo en tres a cuatro horas. En cuanto a las desventajas, no identifica los se-
rovares involucrados y un resultado negativo no descarta la infeccion. Teniendo en cuenta esto Ultimo es obligatorio analizar por
MAT una segunda muestra de suero obtenida a los 10-20 dias de la primera para descartarla o confirmarla.
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Introduccion

La leptospirosis es una enfermedad zoonética de distri-
bucion mundial causada por bacterias del género Lep-
tospira. Actualmente se reconocen nueve especies pa-
togenas subdivididas en méas de 200 serovares''™. La
transmision a los seres humanos ocurre por contacto di-
recto o indirecto con orina de animales domésticos o
salvajes infectados, especialmente bovinos y roedo-
res™.

La leptospirosis se presenta como una enfermedad
febril, aguda, con manifestaciones clinicas variadas, a
menudo inespecificas. El amplio espectro de sintomas y
signos dificulta el diagnostico clinico; por lo tanto es ne-
cesario disponer de procedimientos de laboratorio ade-
cuados para facilitar el manejo inicial de estos pacientes
y la instalacién de la antibioticoterapia correcta®.

El diagnostico definitivo se realiza mediante el aisla-
miento e identificacion de las bacterias a partir de tejidos
o liquidos corporales (sangre, liquido cefalorraquideo,
orina, etcétera). Sin embargo, estos procedimientos re-
quieren periodos de incubacion prolongados y disponer
de un conjunto importante de antisueros absorbidos para
identificar y establecer el serovar de las cepas recupera-
das®.

Por otro lado, la técnica de referencia para el diag-
noéstico serologico de leptospirosis es la prueba de mi-
croaglutinacion (MAT): un ensayo complejo que re-
quiere el uso y el mantenimiento de bacterias viables asi
como la interpretacion por personal experimentado™”.
La MAT también puede mostrar resultados negativos en
las primeras etapas de la infeccion y generalmente no es
util para identificar los serovares involucrados®.

Como alternativa a la MAT se han desarrollado una
variedad de pruebas rapidas basadas en reacciones anti-
geno-anticuerpo (tests inmuno-enzimaticos, tests de
aglutinacién macroscopica, tests inmunocromatografi-
cos, etcétera) o en reacciones de amplificacion de acidos
nucleicos (AAN), tanto proteina C reactiva (PCR) con-
vencional como PCR en tiempo real (qPCR)“"'". Sin
embargo, muchos de estos procedimientos (AAN,
ELISA) no son aplicables en laboratorios de mediana
complejidad.

La inmunofluorescencia (IF) es una técnica rapida,
de facil ejecucion e interpretacion cuando se compara
con laMAT y que no requiere trabajar con bacterias vi-
vas en la etapa de ejecucion del procedimiento y lectura
de los resultados. La IF permite, ademas, demostrar la
presencia de anticuerpos de tipo IgM presentes habitual-
mente en las primeras etapas de la infeccion'?.

El objetivo de este trabajo fue evaluar un procedi-
miento de IF “propio” para detectar IgM en su aplica-
cion al diagnostico temprano de leptospirosis.
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Material y método

Se analizaron por IF-IgM, 161 sueros (anénimos, codi-
ficados con letras y fecha) obtenidos en la fase aguda de
161 pacientes con sospecha de leptospirosis. Estos sue-
ros fueron enviados al Laboratorio del Departamento de
Bacteriologia y Virologia del Instituto de Higiene entre
2009 y 2013 para la confirmacién de la enfermedad por
MAT. La MAT se realiz6 tanto sobre sueros de la etapa
aguda como sobre aquellos obtenidos 10-15 dias des-
pués (fase convaleciente) siguiendo el procedimiento
descrito previamente'?.

Los sueros se clasificaron como correspondientes a
una infeccion aguda cuando los resultados de laMAT en
las dos muestras consecutivas (aguda y convaleciente)
fueron -/+, o cuando en la primera muestra el titulo fue >
a400 para uno o mas de los 20 serovares que integran el
conjunto de cepas de referencia incluidas en la MAT"?;
cuando los resultados fueron negativos en ambas mues-
tras el paciente se consider6 sin evidencias de infeccion.

Los 161 sueros correspondientes a la etapa aguda se
conservaron a -20°C y se procesaron posteriormente por
IF-IgM, sin conocer los resultados de la MAT.

También se analizaron por IF-IgM, 15 sueros de pa-
cientes con hepatitis por virus B y 20 con sifilis.

Preparacion de las laminas para IF

Las cepas de Leptospira spp utilizadas (Australis bra-
tislava, Ballum castellonis, Icterohaemorrhagiae co-
penhageni'y Canicola canicola) para sensibilizar las 1a-
minas de inmunofluorescencia (Multi-Spot, Thermo
Scientific®) fueron seleccionadas en funcidn de los se-
rovares que habitualmente dan titulos altos en MAT en
nuestro laboratorio"?.

Cada cepa se cultivo en medio liquido Ellinghau-
sen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) (Difco®) a
28 °C hasta que alcanzo una concentracion de 0,8-0,9 en
la escala Mac Farland. Un ml de cada cultivo se utilizo
para hacer un pool bacteriano que luego se diluy6 100
veces en buffer-fosfato-salino (PBS) 1X pH 7.2. En ca-
da hoyo se colocaron 20 ul de esta dilucion; la cantidad
de bacterias se controlo por microscopia en campo oscu-
roy luego las 1aminas se dejaron secar a temperatura am-
biente durante 24 horas. La fijacion se hizo con 20 pl de
acetona (grado analitico) durante 8-10 minutos. Las
laminas preparadas se conservaron a -20 °C hasta su uso.

Deteccion de IgM

Se utiliz6 el procedimiento descrito por Agudelo-Florez
y colaboradores®.

En cada hoyo se colocaron 20 pl de una dilucion
1/50 en PBS 1X pH 7.2 del suero a estudiar. En cada 1a-
mina se incluyeron sueros positivos y negativos para

IgM anti Leptospira determinado por ELISA. Las lami-
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Tabla 1. Resultados obtenidos en los 161 pacientes con los procedimientos de MAT e IF-IgM

Infeccion aguda establecida por MAT?

No Total
IF-IgM positiva’ Si 0 77
No 64 84
Total 64 161

* Por este procedimiento unicamente se analizaron las muestras de suero correspondientes a la etapa aguda.
T Por este procedimiento se analizaron las muestras de suero correspondientes a la etapa aguda y convaleciente.

nas se incubaron en camara himeda a 37 °C durante 30
minutos. Luego se realizaron dos lavados con PBS 1X
pH 7.2, con agitacion constante durante 5 minutos cada
uno y un tercer lavado con agua destilada en agitacion
por 5 minutos. Se dejaron secar a temperatura ambiente
hasta eliminar el exceso de agua. A cada hoyo se agrega-
ron 20 pl de conjugado anti IgM humana obtenido en ca-
bra y marcado con isotiocianato de fluoresceina
(SIGMA®) diluido 1/15 en PBS 1X pH 7.2 de acuerdo
con las indicaciones del fabricante. Luego las laminas se
incubaron en camara humeda a 37 °C durante 30 minu-
tos. Se realizaron dos lavados con PBS 1X pH 7.2, con
agitacion constante durante 5 minutos cada uno y un
tercer lavado con agua destilada en agitacion constante
por 5 minutos.

Se dejaron secar al aire y se montaron colocando
unas gotas de glicerol y el cubreobjetos. Las laminas se
observaron en microscopio de epifluorescencia (Ni -
kon® ECLIPSE 801, filtro de 495nm) utilizando los
objetivos 20X y 40X.

Analisis estadistico

La sensibilidad y especificidad de IF-IgM versus MAT
se establecieron utilizando una tabla de doble entrada.
Para calcular VPP de la IF-IgM se utilizo el teorema de
Bayes y una prevalencia anual estimada de 15 casos de
infeccion/100.000 habitantes.

El grado de concordancia de los resultados obteni-
dos por dos observadores diferentes (PM, GV) se evaluo
utilizando el test de Kappa.

Resultados

De los 161 sueros analizados, 97 correspondieron a pa-
cientes con infeccion aguda y 64 a personas sin infec-
cion. De los 97, 51 mostraron resultados negativos por
MAT en la primera muestra y en 46 el titulo de la prime-
ra muestra fue > 400 para uno o mas serovares.
Ninguno de los sueros obtenidos de pacientes con

hepatitis por virus B ni con sifilis dio resultado positivo
por IF-IgM.

La sensibilidad y especificidad del ensayo de
[F-IgM para sueros de fase aguda fue de 79% y 100%,
respectivamente (tabla 1). E1 VPP fue de 100%, el VPN
no se calculd ya que debido a la baja prevalencia los va-
lores se modifican poco en funcién de los cambios de la
sensibilidad.

La IF-IgM permiti6 hacer el diagndstico precoz de
infeccion reciente analizando Unicamente la muestra de
suero obtenida en la etapa aguda; en 32 (62,7%) de 51
pacientes con infeccion aguda confirmada, pero resulta-
do de MAT negativo en la primera muestra.

El valor obtenido para el indice Kappa fue de 1.

Discusion

En Uruguay ocurren alrededor de 15 casos de leptospi-
rosis cada 100.000 habitantes por afio, afectando princi-
palmente a hombres jovenes que se desempefian como
trabajadores rurales''”. El diagnostico de laboratorio es
importante para el manejo inicial de estos pacientes.
Desde el afio 2000 en nuestro laboratorio se utiliza de
forma rutinaria el ensayo de MAT para el diagndstico
de leptospirosis""?. Sin embargo, con este procedimien-
to sumamente laborioso se obtienen resultados muchas
veces tardios que no contribuyen al manejo inicial de
los pacientes. Requiere, por otra parte, el envio de una
segunda muestra en periodo convaleciente que por mo-
tivos diversos (desconocimiento, dificultades de acce-
so, mejoria clara del paciente) no se remite en mas de
50% de los casos.

Varias pruebas diagnosticas basadas en la reaccion
antigeno-anticuerpo se han desarrollado; sin embargo,
la utilidad en Uruguay de varias de ellas no ha sido deter-
minada®'?.

La IF-IgM de elaboracion propia mostrd una sensi-
bilidad de 79% y una especificidad de 100% cuando se
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comparo con la MAT. El valor de sensibilidad fue simi-
lar al reportado por Agudelo-Flérez y colaboradores®.

Las cifras de especificidad (100%) y VPP también
fueron comparables con los datos obtenidos por otros
autores™'*'%  sugiriendo que la IF-IgM es una prueba
util para definir el diagnostico y tomar decisiones tera-
péuticas cuando el resultado es positivo en la primera
muestra de suero.

La IF-IgM de disefio propio mostré un indice Kappa
de 1, revelando una concordancia perfecta entre las lec-
turas realizadas por dos observadores diferentes.

LaIF-IgM aparece como una herramienta util para el
diagnoéstico temprano (etapa aguda, menos de diez dias
tras el inicio de los sintomas) de pacientes con leptospi-
rosis, sobre todo en aquellos con primera prueba de
MAT negativa. No requiere de una infraestructura muy
sofisticada, puede realizarse en laboratorios que cuentan
con microscopio de luz ultravioleta, las ldminas sensibi-
lizadas se pueden conservar hasta tres meses y el resulta-
do esta listo en tres a cuatro horas. Quedaria por estable-
cer silaIF-IgM desarrollada presenta ventajas en cuanto
a costos y especificidad con respecto a los tests inmuno-
cromatograficos disponibles®.

Lapositividad precoz por IF-IgM de los sueros de 32
de los 51 pacientes que solo fueron positivos por MAT
en segundas muestras permite suponer que un porcenta-
je elevado de los casos IF positivos de los cuales no se
obtiene habitualmente segundo suero para MAT, serian
efectivamente personas infectadas.

En cuanto a las desventajas, como ocurre con la
MAT, laIF no identifica los serovares involucrados y un
resultado negativo no descarta la infeccion. Teniendo en
cuenta esto ultimo, para descartar o confirmar la infec-
cion se requiere analizar por MAT una segunda muestra
de suero obtenida a los 10-20 dias de la primera.

Abstract

Introduction: leptospirosis is severe a febrile disease,
with a variety of clinical presentations. This variety re-
sults in the delay of clinical diagnosis, or in difficulties
achieving it, so having the appropriate laboratory tests
may deem useful to guide the initial guiding of these
patients.

Objective: to evaluate a self-made immunofluores-
cence technique for the detection of own making IgM
(IF-IgM) in the early diagnosis of leptospirosis.

Method: serum samples obtained from patients with
a clinical suspicion of leptospirosis were analysed by
IF-IgM antibodies and the microagglutination test
(MAT) . Sensitivity and specificity of IF-IgM versus
MAT were determined using a double entry table.
Agreement between two observers was determined by
the Kappa test.
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Results: out of one hundred and sisty one early
sampple analysed, 97 serum samples corresponded to
patients with a confirmed acute infection confirmed by
MAT and 64 evidenced no infection. Sensitivity and
specificity of IF-IgM assays in the acute phase were
79% and 100% respectively. The Kappa rate was 1.

Conclusions: IF-IgM seemps t be a useful tool for
the early diagnosis of patients with leptospirosis. It does
not need viable bacteria to be handled; it may be applied
in laboratories equipped with ultraviolet light microsco-
pes, a single serum sample is needed and the result is
seen three to four hours later. As to its disadvantages, it
fails to identify the serovars involved and a negative re-
sult does not discard infection. Bearing the latter into ac-
count, the MAT test is mandatory in a second serum
sample obtained 10-20 days after the first one, to either
discard or confirm the disease.

Resumo

Introducio: a leptospirose € uma doenga febril, aguda,
com diferentes manifestagdes clinicas o que dificulta ou
atrasa o diagnostico clinico. Por essa razdo ¢ importante
contar com métodos de laboratorio adequados para
orientar o manejo inicial dos pacientes.

Objetivo: avaliar uma técnica de imunofluorescen-
cia para detectar [gM (IF-IgM) para o diagndstico pre-
coce de leptospirose.

Material e método: foram analisados por IF-IgM e
microaglutinagao (MAT) (usada como padrao de refe-
rencia) soros de pacientes com suspeita clinica de lep-
tospirose. A sensibilidade e a especificidade da IF-IgM
comparada com MAT foi determinada usando uma ta-
bela de dupla entrada. A concordancia entre dois
observadores foi determinada usando o teste Kappa.

Resultados: Cento sessenta e uma amostras da fase
precoce foram analisadas, sendo 97 de pacientes com in-
fecgdo aguda confirmada por MAT e 64 sem infeccdo. A
sensibilidade e a especificidade da IF-IgM com soros
obtidos na fase aguda foram 79% e 100%, respectiva-
mente. O indice Kappa foi igual a 1.

Conclusdes: a técnica IF-IgM que desenvolvemos,
pode ser uma ferramenta itil para o diagnostico precoce
de pacientes com leptospirose. Nao é necessario mani-
pular bactérias viaveis, pode ser realizada em laborato-
rios que tenham microscopio com luz ultravioleta, so-
mente € necessaria uma amostra de soro e o resultado es-
ta disponivel em trés-quatro horas. Com relagéo as des-
vantagens, esta técnica ndo identifica os serovares e um
resultado negativo ndo descarta a presencga de infecgdo.
Considerando estas desvantagens, € obrigatorio analisar
por MAT uma segunda amostra de soro obtida 10 a 20
dias depois da primeira para descartar ou confirmar a
infecgdo.
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