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Valoración de un procedimiento de
inmunofluorescencia indirecta para la detección
de anticuerpos tipo IgM (IF-IgM) utilizado en el
diagnóstico temprano de leptospirosis
Mag. Paulina Meny*, Tec. Elba Hernández†, Dres. Felipe Schelotto‡, Gustavo Varela§

Resumen

Intro duc ción: la lep tos pi ro sis es una en fer me dad fe bril, agu da, que pre sen ta ma ni fes ta cio nes clí ni cas va ria das. Esto di fi cul ta o re tar -

da el diag nós ti co clí ni co, por lo cual es útil dis po ner de mé to dos de la bo ra to rio ade cua dos para orien tar el ma ne jo ini cial de es tos pa -

cien tes.

Obje ti vo: eva luar un pro ce di mien to de in mu no fluo res cen cia para de tec tar IgM (IF-IgM) de ela bo ra ción pro pia apli ca do al diag -

nós ti co tem pra no de lep tos pi ro sis.

Ma te rial y mé to do: se ana li za ron por IF-IgM y mi croa glu ti na ción (MAT) (to ma da como es tán dar de re fe ren cia) sue ros ob te ni -

dos de pa cien tes con sos pe cha clí ni ca de lep tos pi ro sis. La sen si bi li dad y es pe ci fi ci dad de la IF-IgM ver sus MAT se es ta ble cie -

ron uti li zan do una ta bla de do ble en tra da. La con cor dan cia en tre dos ob ser va do res se de ter mi nó por el test Kappa.

Re sul ta dos: de 161 mues tras pre co ces ana li za das, 97 sue ros co rres pon die ron a pa cien tes con in fec ción agu da con fir ma da

por MAT y 64 sin in fec ción. La sen si bi li dad y es pe ci fi ci dad de la IF-IgM con sue ros de fase agu da fue ron 79% y 100%, res pec ti -

va men te. El ín di ce Kappa fue 1.

Con clu sio nes: la IF-IgM apa re ce como una he rra mien ta útil para el diag nós ti co tem pra no de pa cien tes con lep tos pi ro sis. No

re quie re el ma ne jo de bac te rias via bles, pue de rea li zar se en la bo ra to rios que cuen ten con mi cros co pio de luz ul tra vio le ta, se ne -

ce si ta una sola mues tra de sue ro y el re sul ta do está lis to en tres a cua tro ho ras. En cuan to a las des ven ta jas, no iden ti fi ca los se -

ro va res in vo lu cra dos y un re sul ta do ne ga ti vo no des car ta la in fec ción. Te nien do en cuen ta esto úl ti mo es obli ga to rio ana li zar por 

MAT una se gun da mues tra de sue ro ob te ni da a los 10-20 días de la pri me ra para descartarla o confirmarla.
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Introducción

La lep tos pi ro sis es una en fer me dad zoo nó ti ca de dis tri -
bu ción mun dial cau sa da por bac te rias del gé ne ro Lep -
tos pi ra. Actual men te se re co no cen nue ve es pe cies pa -
tó ge nas sub di vi di das en más de 200 se ro va res(1-3). La
trans mi sión a los se res hu ma nos ocu rre por con tac to di -
rec to o in di rec to con ori na de ani ma les do més ti cos o
sal va jes in fec ta dos, es pe cial men te bo vi nos y roe do -
res(4).

La lep tos pi ro sis se pre sen ta co mo una en fer me dad
fe bril, agu da, con ma ni fes ta cio nes clí ni cas va ria das, a
me nu do ines pe cí fi cas. El am plio es pec tro de sín to mas y
sig nos di fi cul ta el diag nós ti co clí ni co; por lo tan to es ne -
ce sa rio dis po ner de pro ce di mien tos de la bo ra to rio ade -
cua dos pa ra fa ci li tar el ma ne jo ini cial de es tos pa cien tes
y la ins ta la ción de la an ti bio ti co te ra pia co rrec ta(5).

El diag nós ti co de fi ni ti vo se rea li za me dian te el ais la -
mien to e iden ti fi ca ción de las bac te rias a par tir de te ji dos 
o lí qui dos cor po ra les (san gre, lí qui do ce fa lo rra quí deo,
ori na, et cé te ra). Sin em bar go, es tos pro ce di mien tos re -
quie ren pe río dos de in cu ba ción pro lon ga dos y dis po ner
de un con jun to im por tan te de an ti sue ros ab sor bi dos pa ra 
iden ti fi car y es ta ble cer el se ro var de las ce pas re cu pe ra -
das(6).

Por otro la do, la téc ni ca de re fe ren cia pa ra el diag -
nós ti co se ro ló gi co de lep tos pi ro sis es la prue ba de mi -
croa glu ti na ción (MAT): un en sa yo com ple jo que re -
quie re el uso y el man te ni mien to de bac te rias via bles así
co mo la in ter pre ta ción por per so nal ex pe ri men ta do(4,7).
La MAT tam bién pue de mos trar re sul ta dos ne ga ti vos en 
las pri me ras eta pas de la in fec ción y ge ne ral men te no es
útil pa ra iden ti fi car los se ro va res in vo lu cra dos(8).

Co mo al ter na ti va a la MAT se ha de sa rro lla do una
va rie dad de prue bas rá pi das ba sa das en reac cio nes an tí -
ge no-an ti cuer po (tests in mu no-en zi má ti cos, tests de
aglu ti na ción ma cros có pi ca, tests in mu no cro ma to grá fi -
cos, et cé te ra) o en reac cio nes de am pli fi ca ción de áci dos 
nu clei cos (AAN), tan to reac ción en ca de na de la po li me -
ra sa  (poly me ra se chain reac tion, PCR) con ven cio nal
co mo PCR en tiem po real (qPCR)(9-11). Sin em bar go,
mu chos de es tos pro ce di mien tos (AAN, ELISA) no son
apli ca bles en la bo ra to rios de me dia na com ple ji dad.

La in mu no fluo res cen cia (IF) es una téc ni ca rá pi da,
de fá cil eje cu ción e in ter pre ta ción cuan do se com pa ra
con la MAT y que no re quie re tra ba jar con bac te rias vi -
vas en la eta pa de eje cu ción del pro ce di mien to y lec tu ra
de los re sul ta dos. La IF per mi te, ade más, de mos trar la
pre sen cia de an ti cuer pos de ti po IgM pre sen tes ha bi tual -
men te en las pri me ras eta pas de la in fec ción(12).

El ob je ti vo de es te tra ba jo fue eva luar un pro ce di -
mien to de IF “pro pio” pa ra de tec tar IgM en su apli ca -
ción al diag nós ti co tem pra no de lep tos pi ro sis.

Material y método

Se ana li za ron por IF-IgM, 161 sue ros (anó ni mos, co di -
fi ca dos con le tras y fe cha) ob te ni dos en la fase agu da de
161 pa cien tes con sos pe cha de lep tos pi ro sis. Estos sue -
ros fue ron en via dos al La bo ra to rio del De par ta men to de 
Bac te rio lo gía y Vi ro lo gía del Insti tu to de Hi gie ne en tre
2009 y 2013 para la con fir ma ción de la en fer me dad por
MAT. La MAT se rea li zó tan to so bre sue ros de la eta pa
agu da como so bre aque llos ob te ni dos 10-15 días des -
pués (fase con va le cien te) si guien do el pro ce di mien to
des cri to pre via men te(13).

Los sue ros se cla si fi ca ron co mo co rres pon dien tes a
una in fec ción agu da cuan do los re sul ta dos de la MAT en 
las dos mues tras con se cu ti vas (agu da y con va le cien te)
fue ron -/+, o cuan do en la pri me ra mues tra el tí tu lo fue 
400 pa ra uno o más de los 20 se ro va res que in te gran el
con jun to de ce pas de re fe ren cia in clui das en la MAT(13);
cuan do los re sul ta dos fue ron ne ga ti vos en am bas mues -
tras, el paciente se consideró sin evidencias de in fec -
ción.

Los 161 sue ros co rres pon dien tes a la eta pa agu da se
con ser va ron a -20 ºC y se pro ce sa ron pos te rior men te por 
IF-IgM, sin co no cer los re sul ta dos de la MAT.

Tam bién se ana li za ron por IF-IgM, 15 sue ros de pa -
cien tes con he pa ti tis por vi rus B y 20 con sífilis.

Preparación de las láminas para IF

Las ce pas de Lep tos pi ra spp uti li za das (Aus tra lis bra -
tis la va, Ba llum cas te llo nis, Icte rohae morr ha giae co -
pen ha ge ni y Ca ni co la ca ni co la) para sen si bi li zar las lá -
mi nas de in mu no fluo res cen cia (Mul ti-Spot, Ther mo
Scien ti fic) fue ron se lec cio na das en fun ción de los se -
ro va res que ha bi tual men te dan tí tu los al tos en MAT en
nues tro la bo ra to rio(13).

Ca da ce pa se cul ti vó en me dio lí qui do Elling hau -
sen-McCu llough-John son-Ha rris (EMJH) (Dif co) a
28 °C has ta que al can zó una con cen tra ción de 0,8-0,9 en
la es ca la Mac Far land. Un ml de ca da cul ti vo se uti li zó
pa ra ha cer un pool bac te ria no que lue go se di lu yó 100
ve ces en buf fer-fos fa to-sa li no (PBS) 1X pH 7.2. En ca -
da ho yo se co lo ca ron 20 l de es ta di lu ción; la can ti dad
de bac te rias se con tro ló por mi cros co pía en cam po os cu -
ro y lue go las lá mi nas se de ja ron se car a tem pe ra tu ra am -
bien te du ran te 24 ho ras. La fi ja ción se hi zo con 20 l de
ace to na (gra do ana lí ti co) durante 8-10 minutos. Las
láminas preparadas se conservaron a -20 ºC hasta su uso.

Detección de IgM

Se uti li zó el pro ce di mien to des cri to por Agu de lo-Fló rez 
y co la bo ra do res(5).

En ca da ho yo se co lo ca ron 20 l de una di lu ción
1/50 en PBS 1X pH 7.2 del sue ro a es tu diar. En ca da lá -
mi na se in clu ye ron sue ros po si ti vos y ne ga ti vos pa ra
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IgM an ti Lep tos pi ra de ter mi na do por ELISA. Las lá mi -
nas se in cu ba ron en cá ma ra hú me da a 37 °C du ran te 30
mi nu tos. Lue go se rea li za ron dos la va dos con PBS 1X
pH 7.2, con agi ta ción cons tan te du ran te 5 mi nu tos ca da
uno y un ter cer la va do con agua des ti la da en agi ta ción
por 5 mi nu tos. Se de ja ron se car a tem pe ra tu ra am bien te
has ta eli mi nar el ex ce so de agua. A ca da ho yo se agre ga -
ron 20 l de con ju ga do an ti IgM hu ma na ob te ni do en ca -
bra y mar ca do con iso tio cia na to de fluo res ceí na
(SIGMA) di lui do 1/15 en PBS 1X pH 7.2 de acuer do
con las in di ca cio nes del fa bri can te. Lue go las lá mi nas se 
in cu ba ron en cá ma ra hú me da a 37 °C du ran te 30 mi nu -
tos. Se rea li za ron dos la va dos con PBS 1X pH 7.2, con
agitación constante durante 5 minutos cada uno y un
tercer lavado con agua destilada en agitación constante
por 5 minutos.

Se de ja ron se car al ai re y se mon ta ron co lo can do
unas go tas de gli ce rol y el cu breob je tos. Las lá mi nas se
ob ser va ron en mi cros co pio de epi fluo res cen cia (Ni -
kon ECLIPSE 80i, fil tro de 495nm) uti li zan do los
objetivos 20X y 40X.

Análisis estadístico

La sen si bi li dad y es pe ci fi ci dad de IF-IgM ver sus MAT
se es ta ble cie ron uti li zan do una ta bla de do ble en tra da.
Para cal cu lar VPP de la IF-IgM se uti li zó el teo re ma de
Ba yes y una pre va len cia anual es ti ma da de 15 ca sos de
infección/100.000 habitantes.

El gra do de con cor dan cia de los re sul ta dos ob te ni -
dos por dos ob ser va do res di fe ren tes (PM, GV) se eva luó 
uti li zan do el test de Kappa.

Resultados

De los 161 sue ros ana li za dos, 97 co rres pon die ron a pa -
cien tes con in fec ción agu da y 64 a per so nas sin in fec -
ción. De los 97, 51 mos tra ron re sul ta dos ne ga ti vos por
MAT en la pri me ra mues tra y en 46 el tí tu lo de la pri me -
ra mues tra fue  400 para uno o más serovares.

Nin gu no de los sue ros ob te ni dos de pa cien tes con

he pa ti tis por vi rus B ni con sí fi lis dio re sul ta do po si ti vo
por IF-IgM.

La sen si bi li dad y es pe ci fi ci dad del en sa yo de
IF-IgM pa ra sue ros de fa se agu da fue de 79% y 100%,
res pec ti va men te (ta bla 1). El va lor pre dic ti vo po si ti vo
(VPP) fue de 100%, el va lor pre dic ti vo ne ga ti vo (VPN)
no se cal cu ló, ya que de bi do a la ba ja pre va len cia los va -
lo res se mo di fi can po co en fun ción de los cam bios de la
sen si bi li dad.

La IF-IgM per mi tió ha cer el diag nós ti co pre coz de
in fec ción re cien te ana li zan do úni ca men te la mues tra de
sue ro ob te ni da en la eta pa agu da; en 32 (62,7%) de 51
pa cien tes con in fec ción agu da con fir ma da, pe ro re sul ta -
do de MAT negativo en la primera muestra.

El va lor ob te ni do pa ra el ín di ce Kappa fue de 1.

Discusión

En Uru guay ocu rren al re de dor de 15 ca sos de lep tos pi -
ro sis cada 100.000 ha bi tan tes por año, afec tan do prin ci -
pal men te a hom bres jó ve nes que se de sem pe ñan como
tra ba ja do res ru ra les(13). El diag nós ti co de la bo ra to rio es
im por tan te para el ma ne jo ini cial de es tos pa cien tes.
Des de el año 2000 en nues tro la bo ra to rio se uti li za de
for ma ru ti na ria el en sa yo de MAT para el diag nós ti co
de lep tos pi ro sis(13). Sin em bar go, con este pro ce di mien -
to su ma men te la bo rio so se ob tie nen re sul ta dos mu chas
ve ces tar díos que no con tri bu yen al ma ne jo ini cial de
los pa cien tes. Re quie re, por otra par te, el en vío de una
se gun da mues tra en pe río do con va le cien te que por mo -
ti vos di ver sos (desconocimiento, dificultades de ac ce -
so, mejoría clara del paciente) no se remite en más de
50% de los casos.

Va rias prue bas diag nós ti cas ba sa das en la reac ción
an tí ge no-an ti cuer po se han de sa rro lla do; sin em bar go,
la uti li dad en Uru guay de va rias de ellas no ha si do de ter -
mi na da(9,10).

La IF-IgM de ela bo ra ción pro pia mos tró una sen si -
bi li dad de 79% y una es pe ci fi ci dad de 100% cuan do se
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Ta bla 1. Re sul ta dos ob te ni dos en los 161 pa cien tes con los pro ce di mien tos de MAT e IF-IgM

Infección aguda establecida por MAT†

Sí No Total

IF-IgM positiva


Sí 77   0  77

No 20 64  84

To tal 97 64 161

 Por este pro ce di mien to úni ca men te se ana li za ron las mues tras de sue ro co rres pon dien tes a la eta pa agu da.

† Por este pro ce di mien to se ana li za ron las mues tras de sue ro co rres pon dien tes a la etapa aguda y convaleciente.



com pa ró con la MAT. El va lor de sen si bi li dad fue si mi -
lar al re por ta do por Agu de lo-Fló rez y co la bo ra do res(5).

Las ci fras de es pe ci fi ci dad (100%) y VPP tam bién
fue ron com pa ra bles con los da tos ob te ni dos por otros
au to res(5,14-16), su gi rien do que la IF-IgM es una prue ba
útil pa ra de fi nir el diag nós ti co y to mar de ci sio nes te ra -
péu ti cas cuan do el re sul ta do es po si ti vo en la primera
muestra de suero.

La IF-IgM de di se ño pro pio mos tró un ín di ce Kappa
de 1, re ve lan do una con cor dan cia per fec ta en tre las lec -
tu ras rea li za das por dos ob ser va do res diferentes.

La IF-IgM apa re ce co mo una he rra mien ta útil pa ra el 
diag nós ti co tem pra no (eta pa agu da, me nos de diez días
tras el ini cio de los sín to mas) de pa cien tes con lep tos pi -
ro sis, so bre to do en aque llos con pri me ra prue ba de
MAT ne ga ti va. No re quie re de una in fraes truc tu ra muy
so fis ti ca da, pue de rea li zar se en la bo ra to rios que cuen tan 
con mi cros co pio de luz ul tra vio le ta, las lá mi nas sen si bi -
li za das se pue den con ser var has ta tres me ses y el re sul ta -
do es tá lis to en tres a cua tro ho ras. Que da ría por es ta ble -
cer si la IF-IgM de sa rro lla da pre sen ta ven ta jas en cuan to 
a cos tos y es pe ci fi ci dad con res pec to a los tests in mu no -
cro ma to grá fi cos disponibles(9).

La po si ti vi dad pre coz por IF-IgM de los sue ros de 32 
de los 51 pa cien tes que so lo fue ron po si ti vos por MAT
en se gun das mues tras per mi te su po ner que un por cen ta -
je ele va do de los ca sos IF po si ti vos, de los cua les no se
ob tie ne ha bi tual men te se gun do sue ro pa ra MAT, se rían
efectivamente personas infectadas.

En cuan to a las des ven ta jas, co mo ocu rre con la
MAT, la IF no iden ti fi ca los se ro va res in vo lu cra dos y un 
re sul ta do ne ga ti vo no des car ta la in fec ción. Te nien do en 
cuen ta es to úl ti mo, pa ra des car tar o con fir mar la in fec -
ción se re quie re ana li zar por MAT una se gun da mues tra
de sue ro obtenida a los 10-20 días de la primera.

Abstract

Intro duc tion: lep tos pi ro sis is a se ve re fe bri le di sea se,
with a va riety of cli ni cal pre sen ta tions. This re sults in
the de lay of cli ni cal diag no sis, or in dif fi cul ties achie -
ving it, so ha ving the ap pro pria te la bo ra tory tests may
deem use ful to gui de the ini tial care of the se pa tients.

Objec ti ve: to eva lua te a self-ma de im mu no fluo res -
cen ce tech ni que for the de tec tion of IgM  an ti bo dies
(IF-IgM) in the early diag no sis of leptospirosis.

Met hod: se rum sam ples ob tai ned from pa tients with 
a cli ni cal sus pi cion of lep tos pi ro sis we re analy sed by
IF-IgM an ti bo dies and the mi croag glu ti na tion test
(MAT) . Sen si ti vity and spe ci fi city of IF-IgM ver sus
MAT we re de ter mi ned using a dou ble entry ta ble.
Agree ment bet ween two ob ser vers was determined by
the Kappa test.

Re sults: out of one hun dred and sixty one early

samp les analy sed, 97 se rum sam ples co rres pon ded to
pa tients with a con fir med acu te in fec tion by MAT and
64 evi den ced no in fec tion. Sen si ti vity and spe ci fi city of
IF-IgM as says in the acu te pha se we re 79% and 100%
res pec ti vely. The Kappa va lue was 1.

Con clu sions: IF-IgM seems to be a use ful tool for
the early diag no sis of pa tients with lep tos pi ro sis. It does
not need via ble bac te ria to be hand led; it may be ap plied
in la bo ra to ries equip ped with ul tra vio let light mi cros co -
pes, a sin gle se rum sam ple is nee ded and the re sult is
seen three to four hours la ter. As to its di sad van ta ges, it
fails to iden tify the in vol ved se ro vars and a ne ga ti ve re -
sult does not dis card in fec tion. Bea ring the lat ter in to ac -
count, the MAT test is man da tory in a se cond se rum
sam ple ob tai ned 10-20 days af ter the first one, to eit her
dis card or con firm the di sea se.

Resumo

Intro duç ão: a lep tos pi ro se é uma doen ça fe bril, agu da,
com di fe ren tes ma ni fes taç ões clí ni cas o que di fi cul ta ou 
atra sa o diag nós ti co clí ni co. Por essa raz ão é im por tan te 
con tar com mé to dos de la bo ra tó rio ade qua dos para
orien tar o manejo inicial dos pacientes.

Obje ti vo: ava liar uma téc ni ca de imu no fluo res cen -
cia pa ra de tec tar IgM (IF-IgM) pa ra o diag nós ti co pre -
co ce de leptospirose.

Ma te rial e mé to do: fo ram ana li sa dos por IF-IgM e
mi croa glu ti na çao (MAT) (usa da co mo padr ão de re fe -
ren cia) so ros de pa cien tes com sus pei ta clí ni ca de lep -
tos pi ro se. A sen si bi li da de e a es pe ci fi ci da de da IF-IgM
com pa ra da com MAT foi de ter mi na da usan do uma ta -
be la de du pla en tra da. A con cordância en tre dois
observadores foi determinada usando o teste Kappa.

Re sul ta dos: Cen to ses sen ta e uma amos tras da fa se
pre co ce fo ram ana li sa das, sen do 97 de pa cien tes com in -
fecç ão agu da con fir ma da por MAT e 64 sem in fecç ão. A 
sen si bi li da de e a es pe ci fi ci da de da IF-IgM com so ros
ob ti dos na fa se agu da fo ram 79% e 100%, res pec ti va -
men te. O ín di ce Kappa foi igual a 1.

Con clus ões: a téc ni ca IF-IgM que de sen vol ve mos,
po de ser uma fe rra men ta útil pa ra o diag nós ti co pre co ce
de pa cien tes com lep tos pi ro se. Não é ne ces sá rio ma ni -
pu lar bac té rias viá veis, po de ser rea li za da em la bo ra tó -
rios que ten ham mi cros có pio com luz ul tra vio le ta, so -
men te é ne ces sá ria uma amos tra de so ro e o re sul ta do es -
tá dis po ní vel em três-qua tro ho ras. Com re laç ão às des -
van ta gens, es ta téc ni ca não iden ti fi ca os se ro va res e um
re sul ta do ne ga ti vo não des car ta a pre sen ça de in fecç ão.
Con si de ran do es tas des van ta gens, é obri ga tó rio ana li sar 
por MAT uma segunda amostra de soro obtida 10 a 20
dias depois da primeira para descartar ou confirmar a
infecção.
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