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Comunicacioén breve

Lepto tek lateral flow: un método para el diagnéstico
rapido de la leptospirosis humana en Cuba

Téc. Beatriz Martinez Salgueiro,1 Lic. Ana Margarita Obreqdén Fuentes,?2 Dra. Carmen
Ferndndez Molina,3 Téc. José Rodriguez4 v Lic. Islay Rodriguez5

Resumen

La técnica de Lepto tek lateral flow (LF) en el diagnostico seroldgico y rapido de casos
graves con sospecha clinica y epidemioldgica de leptospirosis humana se introdujo y se
aplicé en el Laboratorio Nacional de Referencia de Leptospiras (LNRL). Se emplearon
las técnicas convencionales de laboratorio (microaglutinacion [MAT] y
hemaglutinacion indirecta [HA]) en la confirmacion de los casos en estudio. Se
estudiaron 40 muestras de sueros correspondientes a 33 pacientes sospechosos de
leptospirosis humana, de las cuales se obtuvo positividad en 21 de ellas mediante LF,
que representa un 52,5 %. Al aplicar comparativamente las técnicas de LF y HA en 26
monosueros y 7 pares de sueros, se obtuvieron 11 y 5 casos positivos respectivamente.
La coincidencia entre ambas fue de un 73 % al estudiar los monosueros y del 71,0 al
estudiar los pares de sueros. Al aplicar la MAT en 9 casos sospechosos, resultaron 7
positivos. Los serogrupos mas frecuentes encontrados fueron: icterohaemorrhagiae, y
canicola. Se detectaron solo 5 casos positivos por las 3 técnicas aplicadas. La
coincidencia entre las técnicas de MAT y LF fue del 89 % y la de HA y la MAT del
100,0. La aplicacion de la MAT y la HA ofrecio confiabilidad en los resultados
obtenidos y se evidencio la gran sensibilidad del LF. Se demostré la importancia del uso
de sueros pareados para el diagndstico certero de esta enfermedad.
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A partir del afio 2000 se produjo y comercializd6 mundialmente un estuche para el
diagnostico serologico de la leptospirosis humana, conocido como Lepto tek lateral flow
(LF). El Laboratorio Nacional de Referencia de Leptospiras (LNRL) del IPK establecid
en el afio 2001, como objetivo de trabajo, utilizar esta tecnologia de avanzada en el
diagnostico de los casos graves con sospecha de leptospirosis humana.

El LF consiste en presentar un antigeno de leptospira especifico, fijado en una
membrana de nitrocelulosa porosa localizada en la zona test. Como una linea discreta,
esta fijado en la zona control otro antigeno no especifico de un amplio rango de
reactividad. La membrana esta incluida dentro de una tablilla plastica conocida como
soporte. EI LF posee un reactivo de deteccion que consiste en un grupo de particulas
coloidales rojas moviles unidas a un anticuerpo anti- IgM humana.

Cuando la muestra de sangre o suero es afiadida a la portamuestra, se coloca junto al
buffer que contiene anti-lgM humana, lo que permite la difusion a través de la
membrana que va transportando la muestra paulatinamente.
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Al afiadir posteriormente el reactivo de deteccion, este se une a los anticuerpos IgM de
la muestra y ambos se mueven a través de la membrana porosa hacia la zona test. Si el
anticuerpo es especifico para leptospira, se une al antigeno y aparece una linea roja bien
definida en la mencionada zona. Si la muestra no contiene ningun anticuerpo IgM,
especifico para leptospira, la muestra y el reactivo de deteccion pasan por encima de la
zona test y no aparece la linea coloreada. Con cualquier muestra debe aparecer en la
zona control una linea coloreada. El control asegura que el conjugado esta aun activo.1-
2

La estrategia de trabajo en esta investigacion consistio en utilizar el LF como técnica
rapida de diagndstico en casos graves con sospecha de leptospirosis humanay
confirmar estos resultados con las tecnologias convencionales de MAT (gold standard)
y HA.

Se estudiaron 40 muestras de sueros, procedentes de 33 pacientes graves con sospecha
de leptospirosis. Las técnicas de MAT y HA se realizaron segun los procedimientos
descritos en los lineamientos para el control de la leptospirosis, editado por el comité de
expertos de la OMS (Faine S, WHO. Guidelines of the control of leptospirosis, 1982.
Publicacion No. 67). Para la técnica de LF, se depositaron 5 L de suero, sobre los cuales
se le agregaron 130 L del buffer de corrida. La lectura se realizo a los 10 min.1-2

De las 40 muestras de sueros estudiadas, 21 (52 %) resultaron positivas por LF. De 26
monosueros, 22 fueron no reactivos por HA y 15 negativos por LF, en tanto que 8 y 3
monosueros, respectivamente, fueron débiles positivos por LF. De un total de 4
monosueros que manifestaron reactividad con diferentes titulos por HA, todos fueron
positivos por LF, con una fuerte coloracion. Solo un suero se comporté como debil
positivo por LF, con un titulo por HA de 1/10. La coincidencia entre las técnicas de LF
y la HA, con el uso de monosueros, fue del 73 %.

Al estudiar 7 pares de sueros, 2 casos fueron negativos por HA y LF. 3 fueron negativos
por HA y positivos por LF, mientras 2 fueron positivos por ambas técnicas. Los titulos
obtenidos en la HA fluctuaron desde 1/10 hasta 1/160. La coincidencia entre HA'y LF
mediante el uso de pares de sueros, resultd del 71 %.

Los serogrupos mas frecuentes encontrados por MAT fueron: Icterohaemorrhagiae y
Canicola. 2 casos reactivos por HA resultaron igualmente reactivos por MAT y
positivos por LF. De 3 casos no reactivos por HA, 2 fueron negativos y el otro fue
positivo por LF. Otros 4 casos restantes representados por sueros pareados, fueron 1
negativo y 3 positivos por HA y por LF. Los resultados de la MAT en estos casos fue el
siguiente: un caso no reactivo y 3 reactivos con titulos a canicola 1/40,
Icterohaemorrhagiae 1/320 y Canicola 1/2560, respectivamente. La coincidencia entre
MAT y LF fue de 89 %.

Por LF se obtuvo un mayor nimero de casos positivos atribuible, entre muchos factores,
a la sensibilidad de la técnica, lo que demostrd una de las principales ventajas de esta
tecnologia. Ademas, se constatd que es un proceder rapido, ya que en menos de 10 min
se obtuvieron los resultados finales y no requirio de equipamiento sofisticado. Este
sistema detectd especificamente anticuerpos de la clase IgM, lo que hace superior a los
métodos convencionales, incluyendo HA. Realmente no fue un proceder técnico
complejo, y el resultado final se brind6 de forma sencilla, que podian leer personas
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inexpertas, quienes no tenian experiencia acumulada de laboratorio. Se demostro
finalmente que es un proceder bien estandarizado y reproducible a escala de laboratorio.

Durante nuestro estudio logramos obtener las fechas aproximadas de inicio de los
primeros sintomas y de la toma de muestra de los pacientes involucrados. Teniendo en
cuenta los resultados obtenidos, estos coinciden con los descritos en la literatura, lo cual
confirma que el LF comienza a detectar anticuerpos IgM aproximadamente al quinto
dia. Esto explica que unas 19 muestras resultaron negativas, ya que procedian de
pacientes con corto periodo de evolucion clinica. Sin embargo, al parear estos primeros
sueros con una segunda muestra, pasados los 10 dias después de los primeros sintomas
se observo una mayor intensidad en la coloracion por el LF. Es de suma importancia
sefialar que la Organizacién Mundial de la Salud recomienda que las tomas de muestras
destinadas al examen seroldgico deben ser realizadas en el mismo laboratorio, teniendo
en cuenta numerosos factores que hacen dificil estandarizar el diagnostico.2 Con estos
resultados se confirm6 la importancia del estudio de muestras pareadas cuando el uso
del monosuero resulta negativo (Faine S, WHO. Guidelines of the control of
leptospirosis. WHO 1982; Publicacion No. 67).

Hasta el presente no encontramos reportes internacionales que apliquen la tecnologia de
LF para el diagnostico rapido de la leptospirosis humana.

La presencia en nuestros resultados de los serogrupos Canicola e Icterohaemorrhagiae,
coinciden con los reportes realizados por el LNRL desde el afio 1996. Ambos
serogrupos se encuentran dentro de los mas frecuentes reportados en Cuba y esto
responde fundamentalmente a la no erradicacion de los reservorios, como los perros y
las ratas, donde el microorganismo permanece de forma inalterable y es diseminado
cuando las condiciones son favorables.

Se concluye que se introdujo la tecnologia de LF como método de diagndstico rapido en
la confirmacion de casos graves de leptospirosis humana, a nivel del LNRL, en el
Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK). Se confirm6 y compararon los
resultados del LF con los métodos convencionales de MAT y HA. Las tecnologias
utilizadas en nuestra investigacion aportaron importantes elementos a la vigilancia y
control de la enfermedad en Cuba. Se debe continuar aplicando en un mayor nimero de
casos la técnica de LF, al nivel del LNRL del IPK y de centros asistenciales primarios
de salud.

Summary

Lepto tek lateral flow: a method for the rapid diagnosis of human leptospirosis in Cuba

The Lepto Tek Lateral Flow technique (LF) in the serological and rapid diagnosis of
severe cases with clinical and epidemiological suspicion of human leptospirosis was
introduced in and applied by the National Laboratory of Leptospirosis Reference
(NLLR). Conventional lab techniques (microagglutination MAT and indirect
hemagglutination HA ) were used in the confirmation of cases under study, 40 serum
samples corresponding to 33 patients suspected of human leptospirosis were studied. Of
them, 21 samples proved to be positive by LF, accounting for 52.5 %. On comparatively
applying the LF and HA techniques to 26 monosera and 7 pairs of serum, 11 and 5
positive cases were obtaind, respectively. The coincidence between them was 73 % on



Rev Cubana Hig Epidemiol v.43 n.1 Ciudad de la Habana ene.-abr. 2005

studying monosera and 71.0 on studying the pairs of serum. On applying MAT to 9
suspected cases, 7 of them yielded positive. The most frequently found serogroups
were: Icterohaemorrhagiae and Canicola. Only 5 positive cases were detected by the 3
applied techniques. The coincidence between MAT and LF techniques was 89 % and
that between HA and MAT was 100.0. The application of MAT and HA offered
reliability to the obtained results and it was evidenced the high sensitivity of LF. The
importance of the use of matched sera for the accurate diagnosis of this disease was
demonstrated.

Key words: Leptospirosis, diagnosis, serology.
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