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RESUMEN: La leptospirosis es una 
enfermedad zoonótica de amplia 
distribución mundial. Las técnicas 
diagnósticas de referencia, la 
microaglutinación (MAT) y el aislamiento, 
son complejas, anticuadas y no permiten 
la detección temprana de los casos. Por 
ello, es necesario desarrollar y evaluar la 
utilidad de nuevos métodos diagnósticos. 
El objetivo de este estudio fue evaluar el 
desempeño de un enzimoinmunoensayo 
(ELISA) IgG (Kit prototipo) desarrollado por 
el grupo ANLIS–UNL.
La sensibilidad analítica hallada fue 
≥1:3.200 y por lo tanto muy superior al 
1:50 de la MAT. En la evaluación de la 
especificidad analítica no se detectaron 
interferencias debido a hiperlipemia, 
hipergamaglobulinemia, hiperbilirrubinemia 
ni hemólisis. En los estudios de 

envejecimiento acelerado los controles 
positivos fueron los únicos componentes 
que se deterioran a partir de las 24hs a 
37 °C, por ello el Kit debe transportarse 
refrigerado y llegar a destino antes de 
transcurrido este tiempo. La sensibilidad y 
especificidad diagnóstica del Kit Prototipo 
ELISA IgG fue buena, sumados a la gran 
estabilidad, repetitividad y reproducibilidad 
de sus resultados, indicarían que constituye 
una nueva herramienta para el diagnóstico 
de los casos de leptospirosis a ser aplicada 
en éste u otros países.
PALAbrAS cLAVe: Leptospirosis, Test de 

ELISA, Serodiagnóstico.

SUMMARY: Performance evaluation of an 
ELISA test developed by the ANLIS–UNL 
group 
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Introducción 
La leptospirosis es una enfermedad 

zoonótica causada por espiroquetas que 
tiene una amplia distribución mundial (1). 
Afecta tanto a seres humanos como a los 
animales siendo el hombre un hospedero 
accidental que adquiere la infección direc-
tamente por contacto de la piel o muco-
sas con orina, sangre o tejidos de anima-
les infectados. Indirectamente, puede ser, 
a través del contacto con agua o suelo 
húmedo, contaminado por orina de anima-
les infectados (2). Se destaca por su diver-
sidad clínica puede manifestar como una 
infección asintomática, hasta desarrollar 
manifestaciones hemorrágicas y asociarse 
con síndrome meníngeo, ictericia e insufi-
ciencia renal (3), Adicionalmente, en los últi-
mos años existe una emergencia global del 

Leptospirosis is one of the major zoonotic 
diseases worldwide. Diagnosis techniques 
such as reference, microagglutination 
(MAT) and isolation are complex, out–
of–date, and fail to achieve early case 
detection. It is thus necessary to develop 
and assess the utility of new diagnosis 
methods. The goal of this study was to 
assess the performance of the Enzyme–
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
developed by the ANLIS–UNL group.
An analytic sensitivity of ≥1:3.200 was 
found, hence much larger than MAT’s 
1:50. No interference associated with 
hyperlipidemia, hypergammaglobulinemia, 
or haemolysis was detected in the 
analytic specificity assessment. None 
of the components decayed under top 
preservation conditions and fridge (4–10 

ºC) until their year of production. In the 
accelerated ageing studies, positive 
controls were the only components to 
decay after 24 hours at 37 ºC. Therefore, 
the kit should remain cool while transported 
and be on site before this interval is 
complete. It should never be frozen since 
the chromogenic substrate becomes 
ineffectual, as shown in the insert. The 
ELISA IgG Prototype kit diagnosis sensitivity 
and specificity was good. Moreover, 
the great stability, repeatability and 
reproducibility of results would suggest that 
it is a new leptospirosis case diagnosing 
tool to be applied in this and other 
countries.
KEYwoRDS: Leptospirosis, ELISA, 

Serodiagnosis.

Síndrome de Hemorragia Pulmonar severa 
(SHPS) cuya mortalidad supera el 50 % (4). 

Aunque la enorme mayoría de los casos 
de leptospirosis afectan a las provincias de 
Santa Fe, Entre Ríos y Buenos Aires, en los 
últimos años ya se han registrado casos en 
casi todas las provincias del país, e incluso 
también en la Patagonia (6, 7, 8, 9).

Un diagnóstico confiable y precoz es 
imprescindible para comenzar inmediata-
mente una antibioticoterapia efectiva que 
prevenga la evolución hacia formas graves 
de la enfermedad (10). Las técnicas diag-
nósticas de referencia para leptospirosis, 
la microaglutinación (MAT) y el aislamiento, 
son complejas, anticuadas y no permiten la 
detección temprana de los casos. El diag-
nóstico de leptospirosis, se basa gene-
ralmente en la MAT, éste método requiere 
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muestras pareadas de sueros y utilización 
de microscopía de campo oscuro para la 
observación de reacciones de aglutinación 
con leptospiras vivas (11, 12, 13). La inefi-
ciencia de la MAT es una de las principa-
les razones de la falta de diagnóstico opor-
tuno y precoz, aunque esta técnica continúa 
siendo el método patrón serológico (14). 
El método de aglutinación macroscópica 
con antígeno termorresistente, conocido 
como TR, es una prueba género especí-
fica (detecta anticuerpos anti–leptospiras) 
y su producción artesanal se realiza en 
muy pocos laboratorios de referencia. En la 
mayoría de los laboratorios de salud pública 
de Argentina el cribado o tamiz diagnóstico 
aún se realiza mediante el TR. A pesar de 
la amplia utilización del TR en nuestro país 
y de sus ventajas estratégicas, tiene nume-
rosas limitaciones. Una de sus desventajas 
operativas es su subjetividad, no es fácil de 
visualizar, y requiere de muestras límpidas y 
bien conservadas.

Por todas las limitaciones de los méto-
dos disponibles es necesario desarrollar y 
evaluar la utilidad de nuevos ensayos de 
diagnóstico rápido que puedan realizarse 
en laboratorios de baja complejidad que 
puedan ser aplicados en este u otros paí-
ses. El objetivo de este estudio fue evaluar 
el desempeño de un enzimoinmunoensayo 
(ELISA) IgG (Kit prototipo) desarrollado por 
el grupo ANLIS–UNL.

Materiales y métodos 
• Diseño 
Es un estudio cuantitativo de evalua-

ción. Se hizo una validación y evaluación 
retrospectiva del ELISA desarrollado por 
ANLIS–UNL como prueba de diagnóstico 
serológico de tamiz, mediante diseños de 

experimentos y análisis y mediciones de 
laboratorio.

• Población y muestra 
Universo o población objetivo
El universo donde se pretenden extrapo-

lar los resultados de este estudio son todos 
los pacientes con sospecha de leptospiro-
sis a nivel nacional o en países de la región.

Unidad de análisis, criterios de inclu-
sión y exclusión 

La variable discriminante fue el criterio de 
definición de casos que se describe a con-
tinuación. 

La confirmación de casos se hizo de 
acuerdo a las pruebas patrón (Microagluti-
nación (MAT) y aislamiento cuando éste fue 
posible) y antecedentes de laboratorio clí-
nico general, síntomas clínicos y datos epi-
demiológicos. 

“Casos confirmados”: fueron los pacien-
tes con antecedentes clínicos y epidemio-
lógicos compatibles, donde fue demos-
trada: a) seroconversión a la MAT (aumento 
de título en al menos cuatro veces para 
un serovar) en dos el más muestras con 
al menos una semana de diferencia entre 
ellas, b) una única muestra positiva para 
más de un serovar (co–aglutinación) con al 
menos un título ≥1/200 de MAT. En ambos 
casos con al menos neutrofilia >70 % y leu-
cocitosis >8000/mm3 (16).

“No casos”: población con sospecha de 
leptospirosis derivados al laboratorio del 
INER en los cuales NO se detectó sero-
conversión a la MAT para leptospirosis, 
con neutrofilia <70 % y leucocitosis <8000/
mm3. Muestras para evaluar la reactividad 
cruzada: los “No casos” incluyeron mues-
tras de casos con diagnóstico confirmado 
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de enfermedades infeccionas con simi-
lar presentación clínica que la leptospirosis 
como: dengue, FHA; hantavirus y hepatitis A. 

• Población accesible. Muestra. Selec-
ción y tamaño de la muestra. Análisis de 
sesgos

Se trabajó con paneles de seroconver-
sión previamente tipificados. El panel incluyó 
todas las muestras de casos de una pobla-
ción de pacientes con sospecha de leptospi-
rosis derivados al INER desde 1997 a 2006, 
provenientes de diferentes provincias del 
país que reunieron los requisitos de casos 
confirmados y no casos descriptos previa-
mente. Las características clínicas y epide-
miológicas de esa población se describen 
en un estudio publicado previamente (15). 

De la diferencia entre la fecha de la toma 
de muestra y la del inicio de los síntomas 
se obtuvieron los tiempos de evolución de 
la enfermedad para cada muestra y según 
ellos se las agruparon en tres etapas: etapa 
1 (menos de 10 días de evolución), etapa 
2 (de 10 a 25 días de evolución) y etapa 3 
(más de 25 días de evolución). Estos pane-
les son representativos del universo donde 
se pretenden extrapolar los resultados de 
este estudio, que son todos los pacien-
tes con sospecha de leptospirosis a nivel 
nacional, por lo tanto no representa una 
fuente de sesgos relevante. 

Las variables medidas fueron las densi-
dades ópticas (DO) de los diferentes ensa-
yos realizados y con ellas posteriormente se 
evaluó el desempeño del ELISA IgG ANLIS–
UNL.

• Análisis de los resultados
La sensibilidad y especificidad clínica, y 

el valor de Corte de este ELISA IgG desa-

rrollado por el grupo ANLIS/UNL, ya fueron 
evaluados en estudios previos y publica-
dos (16). El punto de corte de las pruebas 
se calculó de acuerdo al método diagnós-
tico definiendo la probabilidad de la enfer-
medad a través de la comparación con el 
criterio de “Definición de casos”, en pobla-
ciones de individuos “sanos o no casos” 
y “enfermos o casos confirmados”. Para 
determinar el punto de corte óptimo se cal-
culó el área bajo la curva ROC (Receiver 
Operating Characteristics Curve) utilizando 
el programa Medcalc® (17). Los resulta-
dos en los ensayos con paneles de sueros 
fueron procesados en programas estadísti-
cos (MedCalc©, Statistix) para determinar 
el valor de corte, sensibilidad, especificidad 
e intervalos de confianza 95 %, valores pre-
dictivos positivos y negativos e índices de 
Youden (18) del ELISA evaluado. Con los 
resultados de los puntos anteriores de ela-
boraron los valores de referencia para el Kit.

Resultados 
Se estudió la sensibilidad y especifici-

dad analítica, precisión intra e inter–ensayo 
y estabilidad y condiciones de conservación 
del Kit prototipo de ELISA IgG con antígeno 
extractivo desarrollado por el grupo ANLIS–
UNL. Para ello se prepararon “pooles” o 
mezclas de sueros positivos (PP), negativos 
(PN) y débiles positivos (PDP) con muestras 
de pacientes del panel preexistente en el 
Laboratorio de Leptospirosis del Instituto de 
Enfermedades Respiratorias (INER) E. Coni. 
Los resultados obtenidos se describen a 
continuación.

1. Sensibilidad analítica (o reactividad 
biológica)
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Para determinar la sensibilidad se estu-
dió el desempeño del Kit frente a PP y tam-
bién frente a muestras individuales MAT 
positivas.

a) Con mezclas de sueros: se efectuaron 
diluciones seriadas al medio del PP hasta 
negativización del ELISA. Se encontró que 
el máximo título positivo fue (1/16). Como 
para la realización de la prueba, cada 
muestra de suero se diluye previamente 
1/200 la sensibilidad analítica real de ELISA 
fue de 1:3.200.

b) Con muestras individuales: se proce-
saron 2 muestras con títulos a la MAT de 
1:400 y 1:3200. Se hicieron diluciones seria-
das al medio de éstas y resultaron positivas 
hasta una dilución de 1:6.400 la primera y 
>1:32.600 la segunda.

2. reactividad cruzada (o especifici-
dad analítica o metodológica) 

Se midió la reactividad cruzada debida a 
potenciales fuentes de error o interferencias 
presentes en el suero, excluyendo la reac-
tividad cruzada por infecciones produci-
das por otros agentes infecciosos que fue-
ron medidos en la especificad diagnóstica. 
Las interferencias evaluadas fueron: hiper-
lipemia e hipergamaglobulinemia, hiperbi-
lirrubinemia y hemólisis. Para evaluarla se 
emplearon dos tipos de muestras:

Controles estándar de las interferencias: 
hiperlipemia (Triglicéridos: 2g/l), hiperbili-
rrubinemia (4mg/dl) y hemólisis (Hg. 8g/dl). 
Para poder simular la situación más pro-
blemática y el posible efecto de las interfe-
rencias, se procesaron cada uno de estos 
estándares sumados a los controles positi-
vos (CP) y negativos (CN). Se aplicó a ellos 
la misma dilución que a los “pooles” y se 
procesaron en forma conjunta en el mismo 
pocillo.

Muestras reales con las interferencias: 
muestras MAT negativas y positivas con 
hiperlipemia (11,35g/L), hipergamaglobuli-
nemia (policlonal y monoclonal en proteino-
grama por electroforesis), hiperbilirrubine-
mia (13,61mg/dl) y hemólisis (4g/dl).

Después de evaluar todos los estánda-
res con los CP y CN y las muestras reales 
(positivas y negativas) con las interferencias 
estudiadas, ninguno modificó su resultado 
de ELISA original, por lo que no se detectó 
ninguna interferencia. 

3. Precisión intra–ensayo del Kit proto-
tipo ELISA (reproducibilidad)

Se procesaron los 3 “pooles” (PP, PN y 
PDP) con 20 repeticiones de cada uno en 
un mismo ensayo por un mismo operador.

La concordancia entre los resultados fue 
excelente o total obteniéndose un índice 
Kappa (K) de 1.

El coeficiente de variación fue del 6,3 % 
en el PP, de 9,2 % en el PDP y de un 14,3 % 
en el PN.

4. Precisión inter–ensayo del Kit proto-
tipo ELISA (repetibilidad) 

Se evaluó la precisión ínter–ensayo tanto 
entre un mismo operador como entre dife-
rentes operadores.

a) Precisión intra–operador: se procesa-
ron los 3 “pooles” (PP, PN y PDP) por un 
mismo operador repetidos 20 veces en 4 
ensayos realizados en diferentes momen-
tos. Se obtuvo un k=1 y un coeficiente 
de variación promedio del 8,0 % en el PP, 
11,7 % en el PDP y 18,9 % en el PN

b) Precisión inter–operador: se procesa-
ron los mismos 3 pooles repetidos 20 veces 
en un mismo ensayo realizado por 2 ope-
radores diferentes. El índice kappa entre 
operadores fue excelente con un valor de 
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0,95 (IC95 %: 0,85–1,00). El único caso dis-
cordante fue un negativo que resultó débil 
positivo para uno de los operadores. El coe-
ficiente de variación entre los 2 operadores 
fue del 7,8 % en el PP, 12,5 % en el PDP y de 
un 18,4 % en el PN.

5. Estabilidad y condiciones de con-
servación del Kit prototipo ELISA y de 
sus componentes 

Estabilidad del Kit prototipo cerrado y de 
sus componentes: Envejecimiento natural 
en las condiciones óptimas (heladera 4–10 
ºC) en ambiente sin exceso de humedad. 

Para ello se evaluaron 9 tiras escogidas 
al azar (72 pocillos) del kit cerrado y conser-
vado por 6 meses y luego a los 12 meses 
en heladera (entre 4º–10 ºC), probando 
controles provistos por el Kit positivos (CP) 
y negativos (CN) por cuadruplicado en 
cada tira. Los valores de las lecturas obte-
nidos se compararon con los resultados del 
control de calidad realizado al lote en su 
producción 6 y 12 meses antes. 

Los valores de las lecturas de los contro-
les positivos y negativos en todas las tiras 
fueron comparables con los obtenidos al 
momento de su producción, lo cual indica 
que todos los componentes del Kit fueron 
estables en condiciones óptimas de con-
servación. 

Pruebas adicionales de estabilidad:
Estabilidad prolongada de las placas 

sensibilizadas: se evaluaron los mismos CP 
y CN en placas sensibilizadas 5 años atrás. 

Los resultados obtenidos fueron compa-
rables a los registrados al momento de su 
producción, lo cual significa que éstas son 
estables hasta los al menos 5 años luego 
de su producción.

Estabilidad del conjugado y solución de 
lavado provisto luego de llevados a dilución 
de uso: en ensayos independientes se lle-
varon a dilución de uso el conjugado y la 
solución de lavado y luego: a) se usaron el 
mismo día de acuerdo con las especifica-
ciones del Kit y además b) a las 24 hs, c) 48 
hs y d) una semana después. 

Aunque el poder discriminatorio entre los 
controles del Kit no se vio alterado a medida 
que fue pasando el tiempo desde que se 
diluyó el conjugado y la solución de lavado 
provista (mismo día hasta una semana des-
pués), la relación entre CP y CN descendió 
muy levemente a expensas principalmente 
de un ascenso de las lecturas de los CN 
aun hasta una semana luego de diluidos.

Envejecimiento acelerado a temperaturas 
extremas a las que pudiera ser sometido 
el equipo, como ser debidas al trasporte o 
almacenamiento. 

Se evaluó el funcionamiento del Kit luego 
de 24hs, 48hs y hasta 1 semana expuesto 
a 37 °C en estufa y 24 hs a -20 °C. Se pro-
cesaron por cuadruplicado los controles 
provistos por el Kit (CP y CN) en una tira 
(8 pocillos) para cada situación. Además 
para poder comparar se repitió este mismo 
ensayo con todos los componentes del Kit 
en condiciones óptimas de conservación. 
Como se tenían conocimientos previos de 
que el componente menos estable del Kit 
a temperaturas elevadas eran los sueros 
controles se incluyó además otro control 
que consistió en procesar por duplicado 
todos los componentes del Kit mantenidos 
en condiciones óptimas pero con los sue-
ros controles sometidos a cada una de las 
situaciones extremas. 

– En estufa a 37 ºC. Luego de mantener 
el Kit a esta temperatura las lecturas de los 
CP bajaron un 50 % a las 24hs y un 70 % 
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tanto a las 48hs como a la semana, res-
pecto a las lecturas de los mismos CP man-
tenidos en condiciones óptimas. Mientras 
que los resultados de los CN se mantuvie-
ron constantes y comparables a los mismos 
conservados en condiciones óptimas. Nin-
guno de los otros componentes fue afec-
tado luego de 24hs, 48hs y hasta 1 semana 
de expuestos a 37 ºC, cuando se estudió 
cada componente expuesto a esta tempe-
ratura y el resto de los componentes man-
tenidos en condiciones óptimas. Por lo que 
se hicieron tantos ensayos como compo-
nentes tenía el Kit.

– En freezer a -20 ºC. Como a las 24hs 
de mantener el Kit prototipo a esta tempe-
ratura, el Cromógeno (TMB–H2O2) ya había 
virado a celeste, no se realizó el ensayo 
como se indica en el inserto del Kit si esto 
sucede.

– El valor de corte, sensibilidad y especi-
ficidad se obtuvieron en un estudios previos 
publicados por etapas de la enfermedad y 
en forma global (16 y 19). 

6. Valor de corte del Kit prototipo eLISA
El valor de corte o cut off hallado para el 

Kit prototipo ELISA cualquiera sea la etapa 
de la enfermedad fue de REL=2,3 (19). 

7. Sensibilidad clínica o diagnóstica 
del Kit prototipo ELISA

La Sensibilidad hallada para la etapa 2 
fue de 93,2 % (IC95 %:96,1 – 99,9) (16).

8. especificidad clínica o diagnóstica/
especificidad relativa del Kit prototipo 
ELISA 

La especificidad hallada para la misma 
etapa 2 fue de 99,3 % (IC95 %: 96,1 – 99,9) 
(16). 

No se observó reactividad cruzada del Kit 
frente a las muestras con diagnóstico confir-
mado de enfermedades infeccionas con simi-
lar presentación clínica que la leptospirosis. 

9. Valores de referencia del Kit proto-
tipo eLISA identificados

Interpretación de los resultados en base 
a ello lecturas con valores de relaciones 
(REL):

1. Muestra positiva: con un valor de REL 
superior a 2.3. 

2. Muestra negativa: Toda muestra con 
un valor de REL inferior a 2,0

3. Muestra sospechosa: Toda mues-
tra con un valor de REL igual o superior a 
2.0 e igual o inferior a 2.3. Estas muestras 
deben ser ensayadas nuevamente y/o soli-
citar nueva muestra.

Discusión 
La sensibilidad analítica hallada para el 

Kit Prototipo ELISA en este estudio fue muy 
elevada de 1:3.200 a >1:32.600 y por lo 
tanto muy superior al valor de corte teórico 
1:50 de la MAT. En la evaluación de la reac-
tividad cruzada o especificidad analítica o 
metodológica, no se detectaron interferen-
cias debido a hiperlipemia e hipergamag-
lobulinemia, hiperbilirrubinemia y hemólisis. 
La posibilidad de acceder a un resultado 
confiable independientemente de la calidad 
de la muestra constituye una gran ventaja 
respecto de los métodos de aglutinación 
(como la MAT y el TR) los cuales solo son 
interpretables si las muestras no tienen nin-
guna de estas interferencias.

La concordancia tanto intra–ensayo 
(reproducibilidad) como inter–ensayos 
(repetibilidad entre un mismo operador u 
operadores diferentes) hallada fue total o 



49

excelente. Esto implica que los resultados 
obtenidos por este Kit serían comparables 
entre diferentes laboratorios.

Ninguno de los componentes del equipo 
se deterioraron cuando se conservaron en 
heladera (4–10 °C), según sus especifica-
ciones, hasta al menos un año luego de 
su producción. Las placas sensibilizadas 
fueron estables por al menos cinco años, 
lo cual implica que el vencimiento del Kit 
podría ser muy superior al año inicialmente 
estudiado, por lo que debería seguir siendo 
evaluado en el tiempo.

Aunque el conjugado y la solución de 
lavado fueron estables hasta la semana de 
llevados a la dilución final de trabajo, su fun-
cionamiento fue óptimo hasta las 24hs. Esto 
resalta la importancia del cumplimiento de 
las especificaciones del Kit en cuanto a no 
conservar estos componentes una vez lle-
vados a dilución de trabajo. 

Los controles positivos fueron los únicos 
componentes críticos que se deterioran refri-
gerados y llegar a destino dentro de este 
período. Como el congelamiento inutiliza la 
solución cromógeno e inhabilita la utilización 
del Kit, debe prestarse especial cuidado a la 
temperatura de la heladera y nunca conser-
varse en el freezer o congelador.

La sensibilidad y especificidad diagnós-
tica del Kit Prototipo ELISA IgG fue bueno, 
sumados a la gran estabilidad, repetitividad 
y reproducibilidad de sus resultados, indi-
carían que constituye una nueva e impor-
tante herramienta para el tamiz diagnóstico 
de los casos de leptospirosis a ser aplicada 
en éste u otros países. 

• Abreviaturas y acrónimos
RNLL: Red Nacional de Laboratorios de 

leptospirosis.

UNL: Universidad Nacional del Litoral.
INER: Instituto Nacional de Enfermeda-

des Respiratorias.
MAT: microaglutinación.
ELISA: enzimoinmunoensayo. 
TR: método de aglutinación macroscó-

pica con antígeno termorresistente.
FBCB: Facultad de Bioquímica y Cien-

cias Biológicas.
PP: “pool” o mezcla de sueros positivos.
PN: “pool” o mezcla de sueros negativos.
PDP: “pool” o mezcla de sueros débiles 

positivos.
IC95: Índice de Confianza de 95 %.
CP: controles positivos.
CN: controles negativos.
DO: densidad óptica.
REL: relación entre la DO de la muestra 

dividida por la DO promedio de los contro-
les negativos.
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