VALIDACION DE DOS PRUEBAS DE ELISA IGM PARA
LEPTOSPIROSIS HUMANA EN COLOMBIA -2013

Solmara Bello Pieruccini

Universidad EI Bosque
Facultad de Medicina
Maestria en epidemiologia

Instituto Nacional de Salud

Direccion Redes en Salud Publica
Grupo de Microbiologia

Bogot4, diciembre-2015




Universidad: El Bosque

Facultad: Medicina

Titulo: Validacion de dos pruebas de ELISA IgM para leptospirosis humana en Colombia
- 2013

Linea de Investigacion: Pruebas Diagndsticas

Instituciones participantes: Universidad el Bosque, Instituto Nacional de salud

Tipo de Investigacion: Postgrado

Investigador Principal: Solmara Bello Pieruccini

Asesor metodologico: Dra. Alexandra Porras Ramirez




P&gina de Aprobacion

Esta pagina la suministra la universidad y se coloca encima de esta.




NOTA DE SALVEDAD DE RESPONSABILIDAD INSTITUCIONAL

“La Universidad EI Bosque no se hace responsable de los conceptos emitidos por los
investigadores en su trabajo; sélo velard por el rigor cientifico, metodologico y ético del
mismo, en aras de la basqueda de la verdad y la justicia”.




Agradecimiento

Agradezco principalmente a Dios, por iluminarme y permitirme la culminacion de esta
meta.

Quiero agradecer a todas las personas que de una forma u otra contribuyeron a la
realizacion de este trabajo y, en especial, a la Dra. Alexandra Porras Ramirez, que a pesar
de sus multiples responsabilidades no dudd en aceptar desde el primer momento la
responsabilidad de asesorar esta tesis sin vacilaciones. Por eso, gracias a usted, por su
tiempo, sus consejos y orientaciones oportunas.

Al Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de salud, por permitirme la realizacion de
este trabajo.




Dedicatoria

A mi esposo por su amor, comprension y apoyo incondicional.

A mis hijos quienes son mi inspiracion y la razén de mi vida.

A mi madre por su apoyo e interés permanente.




Guia de contenido

Y T olo I o =To T4 ol o F OO PP P UPRUPRPR 15
O R 0o T ol=T o (U= SRt 15
0 0 Y= {-T oY I =TV 7| R 15
1.1.2. ClIaSiFICACION ..ottt b e st e nb e b saee s are e 16
00 R T =T 011 4 o1 o ] o O OO PP TP PP 16
1.1.4. Manifestaciones ClINICAS .....cceiieeiiirieiie ettt et 17
0 T D 1= Vo 1 ol e J R 19
10,6, TratamiEntO . e e 22

1.2. CoNtEXtO = SItUACIONAN ..cueeiiiiiiieieeee ettt et et 24
1.2.1. Epidemiologia MUNGIAl.........cooecuiiiieiiie e e e arae e e e 24
B =Y oY o [T 0 g1 Te] (o] -{ - 1 Lo Yo=Y AN U 25

NS TR o T 4 =1 1Y TSP PSSP PPPTOPPRPOt 27
1.4. Aspectos metodoldgicos relevantes en estudios de pruebas diagndsticas..........ccccvvveereenee. 28

2. Problema de iNVESTIZACION ........uuiiiiiiie et ettt e e et e e e e ba e e e e eaba e e e e nraee e eennes 32
2.1 Pregunta de iNVESTIZACION .........eii ittt e e e e e e e ata e e e e eatb e e e eeabaeeeennnreeaas 35

B JUSTIFICACION ..ttt ettt b e s bt e st e st et et e e bt e sbeesaeesaeeeneens 36
L @ ] oY [=] 6 Y7o T3S 38
N R CT=T o 1= - | PP ORRUR 38
4.2 ObJEtiVOS ESPECITICOS . uiiiiiiiiiieeciiie ettt ettt e e et e et e e e et e e e e e abe e e e ear e e e e eareeeeeenseeeeeenses 38




5. Valoracion de 1a INVEStIZACION........cccuiiii it e e e e e e s s sbeee e e anes 39

LT R o T o 1] o PSSP 39
5.2 CoNSIAEIratioNES BLICAS ..ccuviiiiieitieeriee ettt ettt st e et e st e et e e sbe e e sabeesabeesbaeesabeeennneas 39

1Y L= o [o] oY= - USSP PR 40
LT R T o To N o [ Y AW o RS 40
6.2. PoDbIacion, MUESTIa, MUESTIEO ...uuueeeereiiiiiiiiiit s sasasnsnnnns 41
6.3 Recoleccidn de 12 iNformacion ..ot 42
6.4 TECNICAS ULIIZAUAS ..eouveeeiiiiiiieee ettt st st sttt et et ee e 44
6.4.1 Técnica de ELISA IZM PANBIO @ ......oooi ettt ettt e et e e et e e s etae e e e enaae e s enaeeeeenes 44
6.4.2 Técnica de ELISA IgM VIRION-SERION® ....cc..eiiiiiiiiiieeenieeste ettt 45
6.4.3 Técnica de Microaglutinacion (IMAT) .......eie ettt e e e evre e e e eareeeeeaes 45

6.5 Andlisis de 13 INFOrMACION .......ooiuiiiiiiee et s s 49
6.5.1 Medicidon de especificidad y sensibilidad ...........coociieiieiiiieicce e 49
6.5.2 Valores PrediCliVOS .. .o cciieee ettt ettt e et e e e et te e e e e bt e e e e ebteeeeentaeeeenraeaeaans 49
6.5.3 Coeficiente de probabilidad ..........c.eeeeeiiieicieee e 50
6.5.4 CUIVAS ROC ......iiiiiiiiei ittt ettt e s e e s s e e e s s bee e e s sneeeessneeeeseane 50

7 RESUITAUOS ...ttt b e bt s at e ettt ekt e sbeesaeesabe et e e be e beesbeesneeeaneenneen 51
8. DHSCUSION ..ttt ettt ettt sttt et ettt e s bt e she e satesate et e e be e bt e sbeesatesabeeabe e bt ebeesbeeaneesaeeenseeteens 67
9. Conclusiones Y reCOMENAACIONES .......uuvieieciiieeieiieeeeecite e e e ectteeeeeetteeeeeetteeeeebtaeeeeseseeeesteeeesastesananns 76
21 o [To = =Y i - I USRS 79
AANEXOS ..ttt ettt ettt e e e s et e s e e s b e e e b e e e e e e e e e e s e R e et e e e R e et e e e R e e e e e e R e e e e e e R ree e e e nran e e s nne e e s nrreeenn 90




Listados de figuras

Figura 1. Campo oscuro (a) electrones en sombras (b) microfotografias de Leptospira spp,......... 15
Figura 2. Etapas del desarrollo de la leptospirosis. ..........ooviiiiiiiii e 18
Figura 3. Curva de Caracteristicas Operativas para el ReCeptor.............cooveviviiiiiiiininini, 31
Figura 4. Descripcion de la Metodologia utilizada en el estudio......................ooiin 40
Figura 5. Funcién de la Red Nacional de Laboratorios en el evento de leptospirosis................. 41
Figura 6. Lectura de controles de la aglutinacion ...............oooviiiiiiiiiiiiiiieeee e, 47
Figura 7. Distribucion de MUestras por afi0............c.oeuiiiniiit i 52
Figura 8. Distribucion de sexo de los sujetos positivos del estudio..............cceeeivivininiininnn, 52
Figura 9. Distribucion geografica de los sujetos positivos del estudio.............c.coevvviieennnnn. 53
Figura 10. Curva ROC de la prueba Virion- Serion en fase aguda................cccooeiiiiiinnn, 61

Figura 11. Curva ROC de la prueba Panbio en fase aguda.................cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnss 61
Figura 12. Curva ROC de la prueba Virion- Serion en fase convaleciente............................. 64
Figura 13. Curva ROC de la prueba Panbio en fase convaleciente .................ccooeiiiiiiiinnn.. 64




Listados de tablas

Tabla 1. Situaciones posibles de la prueba diagnoéstica vs la enfermedad .............................. 28
Tabla 2. Serovares utilizados, donados por el Instituto Royal Tropical Center........................ 48

Tabla 3. Descripcion de los signos y sintomas clinicos de los sujetos positivos para leptospirosis..54

Tabla 4 Tipos de animales con 10S QUE CONVIVE. .........ovieirie i 55
Tabla 5. Posibles factores de riesgo en pacientes positivos para leptospirosis..................ceeveeen. 56
Tabla 6. Andlisis bivariado de las variables que tienen pertinencia clinica............................. 57
Tabla 7. Caracteristicas operativas de las pruebas de ELISA IgM muestra aguda..................... 59
Tabla 8. Caracteristicas operativas de las pruebas de ELISA IgM muestra convaleciente.............60
Tabla 9. Sensibilidades y especificidades de la prueba Virion en muestra aguda....................... 62
Tabla 10. Sensibilidades y especificidades de la prueba Panbio en muestra aguda..................... 63
Tabla 11. Sensibilidades y especificidades de la prueba Virion en muestra convaleciente............ 65
Tabla 12. Sensibilidades y especificidades de la prueba Panbio en muestra convaleciente........... 66

10



Obijetivo: Validar las pruebas de ELISA en la deteccidn de anticuerpos IgM para Leptospira spp., en
muestras pareadas de pacientes provenientes del programa de diagndstico de sindromes febriles del
Grupo de Microbiologia del INS, recibidas en el periodo comprendido entre enero de 2010 vy julio de
2013. Materiales y métodos: Se determinaron las caracteristicas sociodemograficas de los pacientes
con infeccion por leptospirosis incluidos en el estudio y se determinaron los posibles factores de
riesgo asociados. Se desarrollé un estudio de pruebas diagndsticas, en el que a todos los sujetos se les
realizaron tres pruebas seroldgicas (ELISA IgM para Leptospira de marca Panbio®, ELISA IgM de
marca Virion-serion® y la técnica de microaglutinacion (MAT). Posteriormente, se evaluaron las
caracteristicas operativas de las pruebas de ELISA, mediante el patrén de oro MAT. Resultados: Un
total de 443 pacientes fueron incluidos en el andlisis, obteniéndose muestras pareadas de 108
pacientes positivos y 335 negativos. La sensibilidad y la especificidad en la fase aguda de la
enfermedad para la prueba de ELISA IgM Panbio® fue de 69% y de 66% utilizando como punto de
corte el valor correspondiente a 1,1. En la fase convaleciente se observé un incremento en la
sensibilidad y especificidad, de valores de 88% y 62%, respectivamente. En contraste, la prueba de
Virion/Serion® no mostr6 un rendimiento para la fase inicial de la enfermedad, lo cual replantea su
uso como prueba rutinaria y de tamizaje. Conclusiones: La prueba de Elisa Panbio® obtuvo los
mejores resultados y puede ser utilizada de manera rutinaria en los laboratorios modificando su punto
de corte a 1,0. Sin embargo, presenta limitaciones por lo cual todos los casos positivos por esta

prueba tienen que ser confirmados por la prueba MAT.

Palabras Clave: Pruebas diagnosticas, enfermedad de leptospirosis, Microaglutinacion , ELISA , validacion
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Abstract

Objective: Validate ELISA tests to detect IgM antibodies to Leptospira spp., In paired samples of patients from
the diagnostic program febrile syndromes INS Microbiology Group, received in the period between January 2010
and July 2013. Methods: Sociodemographic characteristics of the patients were determined with leptospirosis
infection in the study and possible associated risk factors were determined. A study of diagnostic tests, in which
all subjects underwent three serological tests (ELISA IgM for leptospirosis Panbio®, IgM ELISA Virion-serion®
and microscopic agglutination test (MAT). Subsequently, the operational characteristics of ELISA tests were
evaluated using the gold standard MAT. Results: A total of 443 patients were included in the analysis, obtained
paired samples of 108 positive and 335 negative patients. The sensitivity and specificity in the acute phase of the
disease for Panbio® IgM ELISA test was 69% and 66% using as a cutoff value corresponding to 1.1. In the
convalescent phase was observed an increase in sensitivity and specificity wit values of 88% and 62%,
respectively. In contrast, the test Virion / Serion showed a yield for the initial phase of disease, which replanted
use as routine testing and screening. Conclusions: ELISA Panbio test obtained the best results and can be used
routinely in laboratories. However, it has limitations and therefore all positive cases for this test they must be

confirmed by the MAT test.

Keywords: Diagnostic tests of leptospirosis disease, agglutination, ELISA, validation.
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Introduccion

La importancia de la leptospirosis radica en que es un problema de salud publica a nivel
mundial, especialmente en areas tropicales, subtropicales y en paises en via de desarrollo,

donde las condiciones para su transmision son particularmente favorables (1).

La leptospirosis es una enfermedad zoonotica febril, considerada como una enfermedad
asociada a la ocupacion de las personas; sin embargo, el fendmeno de globalizacion, los
cambios climaticos y las migraciones de animales y personas hacia nuevas zonas, han
propiciado que la leptospirosis sea considerada como un problema latente para cualquier

poblacion (2).

La presentacion clinica de la leptospirosis es muy variable. La fase aguda esta caracterizada
por fiebre, cefalea, escalofrios y mialgias; sin embargo, en muchos casos la fiebre es el
Unico sintoma. En un 10 a 20% de todos los casos la enfermedad es grave y causa

complicaciones como ictericia, falla renal y diatesis hemorragica (3).

El diagnostico de leptospirosis se puede realizar directamente a través de la visualizacion
directa de Leptospira spp. No obstante, este método es poco sensible y especifico, ya que
depende de varios factores como la calidad, el tipo de muestra, asi como la experticia del

observador; por eso, no se recomienda como un procedimiento de rutina; el diagnostico
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también se puede realizar por cultivo de sangre, liquido cefalorraquideo u orina. Este
método es poco utilizado debido a que la muestra a cultivar se debe recolectar de acuerdo al
estadio de la enfermedad y requiere de un periodo largo de incubacién a 28 - 30°C,
requiriendo observaciéon al microscopio de campo oscuro por 13 semanas antes de ser
descartado (4). Por esta razon, el diagnostico estd basado en métodos seroldgicos, que
emplean principalmente la técnica ELISA, que detecta los anticuerpos circulantes de tipo
IgM, o en el método de referencia internacional, que utiliza la técnica de microaglutinacién
(MAT) y permite detectar anticuerpos especificos contra serogrupos de Leptospira spp..
Esta técnica tiene una alta sensibilidad y especificidad, pero su dificultad radica en que se
deben utilizar cultivos vivos de los serovares de Leptospira spp., y en la obtencion de la
segunda muestra (5), esta técnica es tediosa en cuanto a que se tiene que enfrentar la
muestra de suero con serovares representantes de los 25 serogrupos establecidos por la

sociedad internacional de leptospirosis y esto conlleva a que el diagnostico se vea retrasado.

Teniendo en cuenta lo anterior, el diagnostico de la enfermedad por deteccion de
anticuerpos circulantes en fase aguda (IgM) representa la herramienta diagndéstica de facil
acceso para los laboratorios clinicos. Por esta razon, se hace necesario conocer las
caracteristicas operativas y rendimiento de las pruebas de ELISA, para garantizar la
credibilidad de los resultados, teniendo en cuenta que en Colombia se tiene establecido
dentro del protocolo de vigilancia del Instituto Nacional de Salud (INS) la medicion de IgM
mediante ELISA como técnica de tamizaje, Yy la técnica de MAT como prueba

confirmatoria para el diagnostico de leptospirosis (6).
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1. Marco teorico

1.1 Conceptual

1.1.1. Agente Causal

La leptospirosis es causada por una bacteria con forma de espiroqueta llamada leptospira, la
cual mide alrededor de 0,1 mm de didmetro por 6-20 mm de longitud; tiene extremos en
forma de gancho (figura 1), dos flagelos con inserciones polares se encuentran en el espacio
periplasmico y son responsables de la motilidad; las Proteinas flaA y michelines
constituyen la vaina flagelar y nucleo respectivamente. Las leptospiras son aerobios

obligados con una temperatura éptima de crecimiento de 28-30°C Ver figura 1 (7 - 9).

Se cultiva en medios artificiales, los cuales deben contener suero de conejo o suero de
albumina bovina y tween 80. El medio méas usado se le conoce como Ellinghausen-

McCullough-Johnson-Harris medium (EMJH). Las leptospiras son oxidasa y catalasa

positivas (2,8,9).

Figura 1. Campo oscuro (a) electrones en sombras (b)

microfotografias de Leptospira spp,.(7)
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1.1.2. Clasificacion

Las leptospiras pertenecen a la clase Spirochaetes, al orden Spirochaetales, familia
Leptospiraceae, genero Leptospira y su especie se clasificada inicialmente de acuerdo a sus
determinantes antigénicos, especialmente en la expresion de lipopolisacaridos en dos
especies: las patdgenas, agrupadas dentro del complejo interrogans (L.interrogans) y las
saprofitas, en el complejo biflexa (L. biflexa). La unidad taxondmica es el serovar., Existen
mas de 60 serovares de L. biflexa y mas de 260 de L. interrogans. Los serovares homologos
antigénicamente han sido agrupados en serogrupos (7, 8, 10). En 2008, el Comité
Internacional de Sistematica de Procariotas, han clasificado las leptospiras de acuerdo a la
homologia del ADN en 13 especies patdgenas (L. alexanderi, L. alstonii (genomospecies
1), L. borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L.
noguchi, L. santarosai, L. terpstrae (genomospecies 3), L. weilii, L. wolffii) y 6 saprofitas
(L. biflexa, L. meyeri, L. yanagawae (genomospecies 5), L. kmetyi, L. vanthielii

(genomospecies 4), and L. wolbachii) (2, 7, 8, 9, 11).

1.1.3. Transmision.

Las leptospirosis es una enfermedad de distribucion mundial, presente principalmente en
regiones tropicales, que afecta a animales tanto salvajes como domésticos, frecuentemente
a mamiferos, siendo la rata (Rattus norvegicus, Rattus rattus) el principal portador (12,13).
Se tiene evidencia que afecta a musarafias (14), mangostas (15) y murciélagos (16), entre
otros. Las Leptospiras patdgenas viven en los tubulos renales proximales de los animales,

ya sean portadores, huéspedes de mantenimiento o accidentales. Luego son excretadas por
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la orina y pueden contaminar el suelo y el agua; el hombre se infecta por contacto directo o
indirecto, a través de abrasiones, cortes en la piel o por via conjuntival con orina o agua
contaminada, por lo cual es muy frecuente en granjeros, veterinarios, matarifes, agricultores
y personas que realizan actividades recreativas u ocupacionales en el campo. La infeccion

también puede darse después de la inmersion prolongada en el agua (2, 8, 10, 17, 18, 19).

1.1.4. Manifestaciones clinicas

La puerta usual de entrada es a traves de una abrasion, cortes en la piel, o a través de la
conjuntiva. El principal problema que se evidencia es que los pacientes no reciben atencion
0 no la buscan, tiene un periodo de incubacién de 1 a 10 dias. Se conocen dos formas de

presentacion de la enfermedad, por tal motivo es considerada biféasica (Figura 2):

= La forma anictérica que se desarrolla inicialmente con una fase leptospirémica, es
decir, septicemia o febril, que se caracteriza por la presencia del microorganismo en
el torrente sanguineo, el higado, el bazo, el rifion, el cerebro y los pulmones y tiene
una duracion aproximadamente de 7 a 10 dias. Luego se desarrolla la fase
inmunitaria, caracterizada por la produccion de anticuerpos y excrecion de la
Leptospira en orina, es decir la fase leptospirurica . En los primeros dias de esta fase
el paciente luego de una disminucion de sintomas vuelve a presentar fiebre, cefalea
intensa y mialgias severas, a veces hay adenopatias y fotofobia, también se puede

producir meningitis aseptica inespecifica (2, 8).
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= La forma ictérica denominada también sindrome de Weil, se caracteriza por
presentar ictericia, falla renal, falla hepéatica, hemorragias pulmonares, con aumento
de las transaminasas, las bilirrubinas y la fosfatasa alcalina (2, 18, 21, 22, 23). Este
sindrome se ha reportado entre el 5y 10% de todos los pacientes con leptospirosis
que sufren la forma ictérica de la enfermedad (8, 24). Los casos graves a menudo se
presentan tardiamente, y esto contribuye a su alta tasa de mortalidad, que oscila
entre el 5y el 15%. La leptospirosis puede variar en severidad de acuerdo con el
serovar infectante, la edad, la salud y estado de inmunocompetencia del huésped

(19).

Figura 2. Etapas del desarrollo de la leptospirosis. Tomada de Turner 1969 (20).
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1.1.5. Diagnostico

Recoleccion, transporte y almacenamiento de las muestras:

En la fase leptospirémica, es decir durante los primeros diez dias de la enfermedad, se
puede aislar la bacteria de sangre, liquido cefalorraquideo y liquido de dialisis peritoneal.
Las muestras deben recogerse antes de iniciar la terapia con antibidticos y mientras el
paciente esta febril; bajo condiciones dptimas, una o dos gotas de sangre venosa se
inoculan directamente en medio de cultivo. No hay medios de transporte disponibles, pero
la sangre se puede recoger y enviar a temperatura ambiente en tubos con heparina, oxalato
o0 citrato; los tubos que contienen citrato o EDTA son déptimos para la deteccion por
reaccion de la cadena polimerasa (PCR), mientras que los tubos que contienen heparina,
sodio polyanethol sulfonato, o saponina son inhibidoras de la técnica PCR. La orina puede
ser cultivada después de la primera semana de la enfermedad, debido a que en esta época el
paciente se encuentra en la fase leptospirurica. Las muestras deben recogerse asépticamente
en recipientes estériles sin conservantes y deben ser procesadas dentro de un corto tiempo
de la recogida; se obtienen los mejores resultados cuando el retraso es de menos de una
hora. Si la muestra pasa de este tiempo no es posible realizar el cultivo. Las muestras de
orina que se van a procesar por la prueba de PCR se pueden estabilizar usando productos
comerciales, permitiendo el transporte a distancias largas.

Para el diagndstico serologico es necesario tomar muestras pareadas, ya que una sola

muestra obtenida del paciente al inicio de la enfermedad puede resultar negativa o con
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titulos muy bajos, indicando que puede tratarse de anticuerpos de memoria por infecciones
previas, por lo cual se debe obtener una segunda muestra del paciente con intervalo de 10 a
15 dias para observar el proceso de seroconversion y confirmar que se trata de una
infeccion activa o reciente (2, 11). Se debe realizar diagnostico diferencial con
enfermedades febriles como influenza, dengue, hepatitis, neumonia, meningitis, malaria,

dengue, fiebre amarilla y rickettsiosis, entre otras. (2).

Métodos fenotipicos

Examen directo

El diagnostico puede realizarse por observacion directa en muestras clinicas como sangre,
orina y LCR en microscopio de campo oscuro (10X, 100X, 400X), pero requiere de la
experticia del bacteriélogo, debido a que se puede confundir con otras particulas, teniendo

baja sensibilidad y especificidad (8).

Cultivo

La prueba de diagnostico definitiva es la demostracion de Leptospira en diferentes muestras
clinicas por cultivo pero lamentablemente es poco sensible y tardia, el cultivo se realiza en
el medio EMJH a partir de muestra apropiada, segun la fase en que se encuentre la
enfermedad (sangre, LCR u orina) el medio EMJH se incuba de 28°C — 30 °C por 4-6

meses (2, 8, 11).
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Métodos seroldgicos

La identificacion de la enfermedad se puede realizar por métodos seroldgicos como la
prueba de ELISA, que es utilizada para identificar anticuerpos 1gG o IgM, detectando solo
anticuerpos género especificos. Esta prueba no diferencia el serogrupo o serovar. Esta
técnica es muy sensible. Generalmente se observa positividad a los seis u ocho dias después
del inicio de los sintomas. Suele ser utilizada como prueba tamiz, aunque tiene limitaciones
y puede ser negativa en un porcentaje de infecciones causadas por el serogrupo
Grippotyphosa y Australis.

Los anticuerpos IgM aparecen, generalmente, mas temprano que los anticuerpos de clase
IgG, siendo detectables en sangre cinco a siete dias después de la aparicién de los sintomas,
y permanecen desde cinco meses 0 aun afios aunque a bajos titulos; la deteccion de
anticuerpos 1gG es mas variable; algunas veces pueden no ser detectables en absoluto o ser
detectables por periodos relativamente cortos de tiempo, pero ocasionalmente pueden
persistir por varios afios, ver figura 2. (2,11)

La prueba de oro para la confirmacion de leptospirosis es la microaglutinacion (MAT); es
una técnica altamente sensible y especifica, que ademés puede identificar el serogrupo de
Leptospira. La MAT detecta anticuerpos aglutinantes totales en suero que pueden ser de
tipo 1gG o IgM; para ella se incuban los sueros de los pacientes con el antigeno vivo de los
serovares de Leptospira, luego se observa la reaccion antigeno-anticuerpo al microscopio
de campo oscuro para evidenciar la aglutinacion; sin embargo, la MAT es compleja, de
dificil interpretacion, requiere de personal con experiencia y ademas se debe tener especial

cuidado con los cultivos de Leptospira ya que pueden contaminarse facilmente (2, 11).
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1.1.6. Tratamiento

Para la leptospirosis leve el manejo debe ser ambulatorio:
e Analgésicos
e Revalorar segun criterio medico

e Administracion de terapia antibiotica

El tratamiento siempre se administrard con un diagnostico presuntivo sin esperar la
confirmacion por laboratorio y de acuerdo al estado del paciente con antibiéticos de
primera eleccion. Se debe tratar de iniciar el manejo antimicrobiano antes del quinto dia de
los sintomas, para mayor efectividad; después de este tiempo, su utilidad es controvertida.
Después del inicio del tratamiento hay riesgo de aparicién de la reaccion de Jarisch-
Herxheimer la cual consiste en una reaccién febril de tipo agudo que con frecuencia viene
acompafada por escalofrios, fiebre, malestar general, nauseas, dolor de cabeza, mialgia
(dolor muscular), artralgia (dolor en las articulaciones) que se produce por la liberacion al

torrente sanguineo del material contenido dentro de las espiroquetas. (6,25).

Los casos graves deben ser hospitalizados para evitar complicaciones y fallecimientos. En
caso de presentarse insuficiencia renal y/o hepatica, manifestaciones neuroldgicas,
cardiacas o respiratorias, se indicara tratamiento especifico para estas dolencias, y deben ser
hospitalizados en instituciones de mayor complejidad para garantizar la realizacion de los

procedimientos indicados, como dialisis (6).
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Tratamiento farmacoldgico en adultos:
e Penicilina Sédica, 2 a 4 millones cada 6 horas IV por 7 dias (medicamento de
eleccidn para casos severos).
e Amoxicilina 500 mg cada 8 horas por 7 a 10 dias (casos leves).
e Doxiciclina 100 mg 2 veces al dia VO por 7 dias (casos leves) (2, 6, 18).
Otros antibidticos que pueden ser utilizados:
e Tetraciclina 500 mg cada 6 horas VO por 7 dias

e Cefalosporinas 2 gr por via IV cada 24 horas durante las primeras 72 horas y

continuar posteriormente con 1 gr diario por via IM durante 7 dias (6).

Tratamiento farmacoldgico en nifios:
e Penicilina G, 250.000 U/Kg/dia IV fraccionado en cuatro dosis (cada 6 horas)

por 7 a 10 dias.

e Tetraciclina en mayores de 9 afios: 25-40 mg/Kg/dia, cada 6 horas VO por 7 a

10 dias.

e Amoxicilina 40-50 mg/kg de peso cada 8 horas por 7 a 10 dias (6).
En los nifios, ancianos y embarazadas, se debe hacer seguimiento continuo para verificar el
comportamiento de la enfermedad y tomar las medidas adecuadas para el tratamiento.
A pesar que la transmision humano a humano es rara, se debe tener precaucion con el
manejo de la sangre y los liquidos corporales, principalmente la orina, de los pacientes

clasificados como sospechosos de leptospirosis (6).
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1.2. Contexto - Situacional

1.2.1. Epidemiologia mundial

La leptospirosis es considerada una antropozoonosis reemergente, de gran incidencia en
todo el mundo, principalmente en regiones de clima tropical y templado. La transmision
ocurre tanto en paises industrializados, como en via de desarrollo, pero la infeccion
subclinica o sin sintomas es comUn en regiones endémicas (26, 27). Nunca se ha reportado
que los seres humanos fueran fuente de transmisién, a pesar de poder excretar leptospiras
en la orina durante semanas, meses 0 afios (28). Segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), la prevalencia de leptospirosis en climas templados puede oscilar entre 0,1 a
1 casos por 100.000 personas por afio y en zonas humedas tropicales puede ser de 10 o
mas casos por 100.000 personas por afio (11). Estudios han sugerido que la mayor
mediana anual incidencia se produce en la Region de Africa (95,5 por 100 000 habitantes),
seguido por el Pacifico Occidental (66.4), las Américas (12.5), el Sudeste Asiatico (4.8) y
Europa (0,5) (29), en EEUU se reportan de 100 a 200 casos por afio (30), en México se
reportaron 1.547 casos durante la pasada década (2000 — 2010)(31), y en Yucatan, México
reportaron 61 casos en tres afios de 1998 — 2000 (32), en Peru se reportaron 443 casos
para el afio 2007(33), Tailandia reporté 2.868 casos para el afio 2005(34);
adicionalmente, se han registrado brotes importantes después de desastres como el
huracan Mich en Nicaragua, inundaciones en Perd y Ecuador en América, Orissa Yy
Bombay en India y Jakarta en Indonesia (35,36). Es importante tener en cuenta que la
variabilidad de los datos puede estar dada a la convergencia de factores culturales,

sociales, ecoldgicos y economicos.
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1.2.2. Epidemiologia local

En Colombia, la leptospirosis es una zoonosis de notificacion obligatoria, de acuerdo al
Decreto 2257 de 1986, emitido por el Ministerio de Salud; sin embargo, la prevalencia de la
enfermedad es desconocida, al igual que los factores de riesgo, debido en gran parte a la
falta de sospecha clinica, ya que puede ser confundida con varios sindromes febriles,

presentandose un subregistro en la notificacion (37, 38)

En nuestro pais se han realizado varios estudios desde el descubrimiento de esta zoonosis
gue nos muestran la importancia del impacto en Salud Publica de esta enfermedad. El
primer estudio colombiano de la enfermedad lo realiz6 Mufioz- Rivas en 1957, citado por
Bravo y Restrepo (39); posteriormente, en 1969 se presento el primer caso humano de
leptospirosis por el serovar Canicola en un joven con cuadro de ictericia progresiva que

afectd ademaés las meninges y los rifiones (40).

La Unica epidemia documentada en el pais se inici6 en agosto de 1995, en el departamento
del Atlantico con un total de 47 casos confirmados y 284 sospechosos, lograndose aislar L.
interrogans de las serovariedades Icterohaemorragiae, Pomona y Canicola (41, 42). En
Risaralda en junio de 2006 se reporté un aumento de casos de leptospirosis humana y
cuatro fallecimientos, de los cuales tres fueron confirmados. En total se tomaron 151

muestras, encontrandose 96 muestras positivas (43).

En Colombia se han realizado varios estudios de seroprevalencia en diferentes

departamentos: en la zona del Uraba antioquefio entre marzo y octubre de 2000, se

25



analizaron 582 muestras, encontrando una prevalencia de 12,5% (44), en el Valle del Cauca
en 2008 se analizaron 150 muestras séricas colectadas en la fase aguda, se confirmaron 31
casos (20%) y 16 probables (45); en Cordoba, entre febrero y abril de 2004 se tomaron
muestras de 344 trabajadores agricolas, carniceros y recolectores de basura, 47%
pertenecian al bajo Sina y el 53% al alto Sind encontrandose una positividad similar, con
una prevalencia del 13% por medio de la técnica de ELISA en personas con edades de 15-

44 aios (19).

En Colombia, en el afio 2005 se publico una investigacion acerca de una fiebre de origen
desconocido en Cordoba por medio de un diagnostico diferencial para diversas
enfermedades tropicales, entre ellas dengue y Leptospira y se encontré que ocho de

veintiséis casos (30%) presentaron ambos sindromes febriles (46).

En la actualidad, hasta la semana epidemioldgica 29 de 2015 se han notificado 1415 casos
de leptospirosis en Colombia. La incidencia nacional acumulada hasta la semana
epidemioldgica 29 es de 0,72 casos por cada 100.000 habitantes. Las entidades territoriales
de Guaviare, Amazonas, Choco y Vichada son las que presentan la mayor incidencia en el

pais (47).
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1.3. Normativo

El Decreto 2257 de 1986, en su articulo 28 establece que la leptospirosis debe notificarse
por periodos epidemioldgicos. Teniendo en cuenta que nos encontramos en una zona
tropical, y reconociendo que esta enfermedad es endémica en ciertas regiones del pais, se
hace necesario mantener un sistema de vigilancia epidemioldgica que permita conocer la
circulacion de la leptospira en Colombia, analizar el aumento de los casos para predecir
brotes, y generar estrategias intersectoriales de prevencion y control. Se menciona a

continuacion la documentacion recomendada para tal fin:

e Protocolo de vigilancia de leptospirosis. Es la guia técnica y operativa que
estandariza los criterios, procedimientos y actividades que permiten sistematizar las
actividades de vigilancia de los eventos de interés en salud publica (6).

e Guia de leptospirosis humana. Esta guia incorpora el diagnostico, la vigilancia y el
control de la leptospirosis. Nace como iniciativa de la OPS, ILS y OMS para la
cooperacion horizontal y asi movilizar los recursos disponibles en la region (11).

e Plan Decenal de Salud Puablica 2012 - 2021. Este plan estd encaminado a lograr la
equidad en salud y el desarrollo humano de todos los colombianos. El tema de
leptospirosis se contempla dentro de la dimension vida saludable y enfermedades
transmisibles y en ella en el componente condiciones y situaciones endemo-

epidémicas (48).
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1.4 Aspectos metodoldgicos relevantes en estudios de pruebas diagndsticas

El diagndstico es un proceso dinamico que se inicia con la anamnesis, en el que el médico
comienza a emitir hipotesis sobre lo que le pasa al enfermo, hipotesis que son contrastadas
y aceptadas o rechazadas provisionalmente. Esta misma dindmica se repite a lo largo de la
exploracion fisica, cuando se analizan los resultados de las pruebas complementarias e,

incluso, cuando ya se ha instaurado el tratamiento (49)

El principio fundamental de las pruebas diagnosticas reside en la creencia de que los
individuos que tienen una enfermedad son distintos de los que no la tienen, y que las
pruebas diagndsticas permiten distinguir a los dos grupos; de los cuales pueden resultar las
siguientes combinaciones: a) un resultado verdadero positivo (VP): la prueba es positiva y
el paciente tiene la enfermedad; b) un resultado falsamente positivo (FP): la prueba es
positiva pero el paciente no padece la enfermedad; ¢) un resultado falsamente negativo
(FN): la prueba es negativa pero el paciente presenta la enfermedad y d) un resultado
verdadero negativo (VN) la prueba es negativa y el paciente no tiene la enfermedad (Tabla
1). Las mejores pruebas diagnosticas son las que generan pocos falsos positivos y falsos

negativos. (49, 50)

Tabla 1. Situaciones posibles de la prueba diagnostica vs la enfermedad (50)

Enfermedad
Presente Ausente
Verdadero positivo
Positiva |(a) Falso positivo (b)
Prueba Falso negativo Verdadero
Negativa |( ) negativo (d)
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La sensibilidad (Se) o tasa de verdaderos positivos (TVP) es la probabilidad de que la
prueba dé positiva si la condicion de estudio esta presente, también se puede definir como

la proporcion de verdaderos positivos respecto al total de enfermos.

Sensibilidad: VP/enfermos = al/a+c

La especificidad (Es) o tasa de verdaderos negativos (TVN) es la probabilidad de que la
prueba dé negativa si la enfermedad esta ausente, También se puede definir como la

proporcion de verdaderos negativos respecto al total de sujetos sanos.

Especificidad: VN/Sanos = d/b+d

La sensibilidad y especificidad son propiedades intrinsecas de las pruebas diagnosticas, ya
que no dependen de la probabilidad preprueba o prevalencia del fenémeno que se estudia,
aungue en algunas ocasiones no son constantes e independientes de: 1) la poblacién a la
que se aplica, 2) de la prevalencia de la enfermedad y 3) de las caracteristicas de la
enfermedad. En otras palabras pueden variar por ejemplo segun el sexo, la edad, la

gravedad de la enfermedad etc. (50, 51)

Los valores predictivos son de suma importancia para el clinico, porque le ayuda a conocer

la probabilidad de que su diagndstico sea correcto.

El valor predictivo positivo (VPP) es la probabilidad de tener la condicion de estudio, si la
prueba ha sido positiva. También puede ser definido como la proporcion de verdaderos

positivos respecto al total de pruebas positivas. (49)
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El valor predictivo negativo (VPN) es la probabilidad de no tener la condicion de estudio, si
la prueba ha sido negativa. También puede ser definido como la proporcion de verdaderos

negativos respecto al total de pruebas negativas. (49)

A pesar que la sensibilidad y especificidad son mas estables que los valores predictivos por
los cambios a raiz de la prevalencia, siguen siendo mas inestables entre la proporcion de
enfermos leves y graves en una prevalencia determinada, sea alta o baja. Los valores
predictivos no se pueden extrapolar a poblaciones diferentes a la del estudio dado que es

una probabilidad post prueba. (50, 52)

El coeficiente de probabilidad o razon de verosimilitud positiva o negativa (CP 6 LR +y
CP 0 LR -) es una forma alternativa de describir el comportamiento de una prueba
indicador del desempefio de la prueba. Estas son independientes de la prevalencia y se
pueden calcular para diferentes estratos. La razon de verosimilitud de un resultado positivo
nos indica cuanto mas elevado sea el CP por encima de 1 mas se incrementara la
probabilidad de diagnéstico. La razon de verosimilitud negativa nos indica cuanto menos
probable es un resultado negativo en un individuo enfermo que en uno no enfermo. Tanto
menor sea el resultado mas discrimina la prueba. Su inverso (1/LR -) es mas facil de
interpretar e indica cuanto mas es probable un resultado negativo en un sujeto no enfermo

que en uno enfermo. (50, 51)

Muchas pruebas diagndsticas no suministran un resultado dicotomico dado que su resultado
proviene de una variable continua. Para estos se debe establecerse a partir de qué valor se

considera un resultado es positivo, es decir un punto de corte. Esta decision requiere llegar
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a un equilibrio que exprese la mayor sensibilidad y la especificidad posible. Basado en el
uso que se le pretende dar a la prueba, el investigador debe sopesar la importancia relativa
de la sensibilidad o de la especificidad en un escenario especifico para cambiar el punto de
corte de acuerdo al tipo de prueba con el que pretenda trabajar; es decir si es una prueba de
tamizaje, requerira una mayor sensibilidad y en casos de pruebas confirmatorias, requerira
una mayor especificidad. Ello por supuesto implica también el analisis del costo de los
posibles falsos positivos 0 negativos que se puedan presentar. Dichos puntos de corte se
establecen mediante las llamadas curvas de caracteristicas operativas para el receptor o
curvas ROC. Las curvas ROC se dibujan en un eje de coordenadas donde en el eje Y se
ubica la sensibilidad y en el eje X la tasa de falsos negativos (TFP) o el complemento de la
especificidad. Ambos ejes oscilan entre 0 y 100. El punto de la curva con mayor
rendimiento conjunto de sensibilidad y especificidad estard en el extremo superior e
izquierdo de la curva, es decir sera el punto tangencial que le permita a la curva tener
mayor area bajo ella, se suele aceptar como valor aceptable de discriminacién cuando

supera el valor 0,7 (Figura 4). (50, 53)

Figura 3. Curva de Caracteristicas Operativas para el Receptor.

100

Sensibilidad

[-Especificidad
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2. Problema de investigacion

La leptospirosis es un problema de salud publica a nivel mundial, especialmente en areas
tropicales, subtropicales y en paises en via de desarrollo. Se ha considerado como una
enfermedad asociada a la ocupacion de las personas; sin embargo, el fendmeno de
globalizacién, los cambios climaticos y las migraciones de animales y personas hacia
nuevas zonas, han propiciado que la leptospirosis sea considerada como un problema

latente para cualquier poblacion (2).

En Colombia, la leptospirosis es una zoonosis de notificacion obligatoria, de acuerdo al
Decreto 2257 de 1986 emitido por el Ministerio de Salud. No obstante, la prevalencia de la
enfermedad es desconocida, debido en gran parte a la falta de sospecha clinica, ya que
puede ser confundida con varios sindromes febriles presentandose un subregistro en la

notificacién (37).

En nuestro pais, el primer reporte de casos de leptospirosis en humanos fue descrito en
1969. En 1995 se presentd la Unica epidemia documentada en el pais en el departamento
del Atlantico, causada por L.interrogans, serovares icterohaemorrhagiae, pomona y
canicola (42). En Risaralda en junio de 2006 se reportd un aumento de casos de
leptospirosis humana y cuatro fallecimientos, de los cuales tres fueron casos confirmados.
En total se tomaron 151 muestras, encontrandose 96 muestras positivas (43). En Colombia

se han realizado varios estudios de seroprevalencia en diferentes departamentos: en la zona
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del Uraba antioguefio, entre marzo- octubre de 2000, se analizaron 582 muestras, con una
prevalencia de 12,5% (44), en el Valle del Cauca en 2008 se analizaron 150 muestras
séricas colectadas en la fase aguda, se confirmaron 31 (20%) casos y 16 se clasificaron
como casos probables (45), en Cdrdoba, entre febrero y abril de 2004 se tomaron muestras
de 344 trabajadores agricolas, carniceros y recolectores de basura; 47% pertenecian al bajo
Sinu y el 53% al alto Sinu, encontrandose una positividad similar, con una prevalencia del

13% por medio de la técnica de ELISA en personas con edades de 15-44 afios (19).

En la actualidad, hasta la semana epidemioldgica 29 de 2015 se han notificado 1.415 casos
de leptospirosis en Colombia; la incidencia nacional acumulada hasta la semana
epidemioldgica 29 de 2015 es de 0,72 casos por cada 100.000 habitantes. Las entidades
territoriales de Guaviare, Amazonas, Chocé y Vichada son las que presentan la mayor

incidencia en el pais (47).

Esta enfermedad se encuentra agrupada dentro del sindrome febril agudo ictero
hemorragico, que incluye otras dolencias con sintomatologia inicial inespecifica, por lo que
puede ser facilmente confundida con otros sindromes febriles como rickettsiosis, dengue,
hepatitis, y fiebre amarilla, entre otros. Esto sumado al desconocimiento o la falta de
sospecha clinica de la enfermedad, permite que actualmente la leptospirosis sea
subdiagnosticada y presente una baja notificacion al sistema nacional de vigilancia en salud
publica, SIVIGILA. Por tanto, se desconocen las caracteristicas epidemioldgicas, la
prevalencia y el comportamiento de la enfermedad en nuestro pais; adicionalmente, el

diagnostico por laboratorio es limitado, a pesar de estar contemplado dentro del POS.
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Dentro de los lineamientos dados por el Instituto Nacional de Salud (INS) en el protocolo
de vigilancia de la leptospirosis se tiene establecido como prueba de tamizaje la
determinacion de IgM mediante la técnica de ELISA. Lamentablemente, solo algunos
laboratorios de salud publica departamentales (LSPD) realizan la prueba de ELISA IgM,

empleando alguno de los dos pruebas s importadas que circulan en el mercado nacional

Panbio (validado en Australia y New Zelanda) y Virion-Serion (validado en Alemania).

La prueba de oro para la deteccibn de este microorganismo es la técnica de
microaglutinacion (MAT), (por sus siglas en inglés, microaglutination test), realizada en el
Instituto Nacional de Salud (INS), la cual es muy laboriosa debido a que se requiere
enfrentar cada muestra con los 19 serovares establecidos por la Sociedad Internacional de
Leptospira (ILS), lo que conlleva a que el diagndstico sea dispendioso, costoso y poco

oportuno.

Habitualmente el diagndstico de la leptospirosis en Colombia se realiza por la
determinacion de anticuerpos IgM por la técnica de ELISA, ya que la MAT, Gnicamente

esta disponible en los LSPD de Risaralda, Atlantico y en el INS.

Teniendo en cuenta lo anterior, el diagnostico de la enfermedad por deteccion de

anticuerpos circulantes en fase aguda (IgM) representa la herramienta diagnostica de mas
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facil acceso para los laboratorios de mediana y baja complejidad. Por esta razon, se hace
necesario conocer las caracteristicas operativas de las pruebas de medicién de IgM
mediante la técnica de ELISA, con relacion a la técnica de MAT, para obtener evidencia
sobre su desempefio como prueba de tamizaje en nuestro medio, y mejorar el control de

calidad realizado en el INS por el Grupo de Microbiologia.

En tal sentido, se hace necesario validar las pruebas IgM mediante la técnica de ELISA
disponibles (Panbio y Virion-Serion) contrastando sus resultados con la prueba de oro,
(MAT) para aclarar si las pruebas de tamizaje que se realizan en los LSP detectan
anticuerpos con los serovares circulantes en nuestro pais y mejorar la respuesta del

diagnostico por laboratorio, y fortalecer la vigilancia de este evento en el pais.

2.1 Pregunta de investigacion

¢Las pruebas seroldgicas de diagnostico disponibles en el mercado, Virion-Serion® y

Panbio®, pueden ser utilizadas como pruebas de tamizaje de leptospirosis en Colombia?
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3. Justificacion

La leptospirosis es un problema de salud publica mundial, especialmente en areas tropicales
y subtropicales humedas, que favorecen la presencia de vectores y reservorios mamiferos,
donde se encuentran la mayoria de paises en desarrollo (35). Adicionalmente, la mala
disposicion de residuos, la falta de agua potable y la infraestructura deficiente de las
viviendas, incrementan esta problemética. El diagndstico de estas enfermedades se
dificulta por la sintomatologia inespecifica y la falta de confirmacion por laboratorio de

manera rapida que permita un tratamiento oportuno.

Colombia es un pais donde convergen todos los factores anteriormente mencionados,
contribuyendo a que los pacientes presenten este sindrome, sin lograr ser diagnosticados y
tratando solo su sintomatologia. Esta situacién conlleva a un subregistro en la notificacion
de casos, que genera un desconocimiento de la situacién epidemioldgica real de estas
enfermedades, dificultando la toma de medidas de vigilancia y control adecuadas que

permitan controlar esta problematica.

Actualmente, el protocolo de vigilancia de la leptospirosis definido por el INS para
Colombia estipula la utilizacion de la medicion de IgM por la técnica de ELISA para
leptospira sp como prueba de tamizaje de la enfermedad, con fundamento en la revision de
la literatura y la sugerencia de expertos internacionales, sin contemplar las deficiencias
operativas que pudieran tener los pruebas disponibles en el mercado, considerando la

prevalencia de la enfermedad en el pais.
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La Organizacion Mundial de la Salud ha definido como prueba confirmatoria de oro (gold
standar) la técnica de la microaglutinacion (MAT); sin embargo, considerando las
limitaciones de la prueba relacionadas con su costo, dificultad de realizacion y el
requerimiento de personal experto y y equipos) no todos los laboratorios de la red nacional
tienen la posibilidad de realizar dicho diagndstico; (GUnicamente los LSP de Risaralda y
Atlantico y el del INS realizan esta técnica), , generando mas demora en el tiempo de

diagndstico.

Adicionalmente, teniendo en cuenta que la leptospirosis es altamente endémica, una
proporcion de la poblacion aparentemente sana podria ser seropositiva. Esto daria lugar a
variabilidad en el punto de corte Optimo. En este estudio, nos propusimos probar la
hipdtesis de que el punto de corte 6ptimo para este ensayo en Colombia era superior al

punto de corte propuesto por el fabricante.

Por lo anteriormente citado, este proyecto buscé validar las pruebas de ELISA en la
deteccion de anticuerpos IgM para Leptospira spp., en muestras pareadas de pacientes
provenientes del programa de diagnostico de sindromes febriles del Grupo de

Microbiologia INS, recibidas en el periodo comprendido entre enero de 2010 y julio 2013.
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4. Objetivos

4.1 General

Validar las pruebas de ELISA en la deteccion de anticuerpos IgM para Leptospira spp., en
muestras pareadas de pacientes provenientes del programa de diagnéstico de sindromes
febriles del Grupo de Microbiologia del INS, recibidas en el periodo comprendido entre

enero de 2010 y julio de 2013.

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1. Describir las caracteristicas sociodemograficas de los pacientes con infeccion por

leptospirosis incluidos en el estudio.

4.2.2. ldentificar los factores asociados a infeccidn por leptospirosis en los pacientes

incluidos en el estudio

4.2.3. Determinar las caracteristicas operativas de los pruebas Panbio® y Virion-
Serion® con sueros de pacientes con infeccién por Leptospira spp, incluidos en la

vigilancia centinela de la enfermedad.
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5. Valoracion de la Investigacion

5.1. Proposito

Esta investigacion pretende hacer una contribucion a la problemética del diagnostico en
leptospirosis, logrando reducir costos y tiempo para ofrecer un resultado oportuno, y a su
vez tener la certeza que la técnica que se estd empleando como tamizaje en Colombia,
funciona con nuestras condiciones sociodemogréficas. Adicionalmente se pretende utilizar
las pruebas de ELISA IgM para confirmar los casos en los cuales no sea posible la

realizacién del MAT.

5.2 Consideraciones éticas

La validacién de la técnica de ELISA IgM se realizara con muestras clinicas provenientes
de pacientes con sospecha clinica de Lepstospira spp, incluidos en la vigilancia centinela
del evento, Segun la resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de la Proteccion Social, la
validacion es una investigacion considerada bajo el riesgo minimo, ya que se emplea el
registro de datos a través de procedimientos comunes, como examenes serolégicos de
diagnédstico. Los datos obtenidos a partir del estudio, fueron manejados con la

discrecionalidad que amerita y utilizados exclusivamente para el mismo.

Adicionalmente no se caus6 ninguna molestia o dafio en el proceso de la investigacion, ni
se obtuvo ningun beneficio para los pacientes. Esta investigacion pretendid ofrecer un

beneficio para el sistema de vigilancia en salud publica nacional.
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6. Metodologia

6.1. Tipo de estudio

Estudio de prueba diagnostica para validar dos pruebas de ELISA IGM para leptospirosis

humana en Colombia.

La metodologia que se realizo fue la siguiente:

Figura 4. Descripcién de la Metodologia utilizada en el estudio

Total de pacientes 443 pacientes
Muestras: 886

Técnica ELISA IgM Técnica ELISA IgM Técnica MAT (27 ReY'S'On.delﬂ_chas
Marca Panbio® Marca Virion - serovares, epidemioldgicas
Serion® pertenecientes a 17 SIVIGILA y Grupo de
serogrupos)

Microbiologia

Base de datos en Excel

Andlisis en Stata
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6.2. Poblacion, muestra, muestreo

Se emplearon muestras derivadas de la vigilancia por laboratorio de leptospirosis en
Colombia, a través de la Red Nacional de Laboratorios, la cual tiene como base todas las
IPS del pais. En el siguiente eslabon se encuentran los Laboratorios de salud publica
departamentales en los 32 departamentos de Colombia y posteriormente, se encuentra el
Instituto Nacional de Salud, quien actia como el laboratorio nacional de referencia para el

diagndstico de leptospirosis en humanos. (Figura 5)

Figura 5. Funcion de la Red Nacional de Laboratorios en el evento de leptospirosis.

Caso sospechoso de
Leptospirosis

+ Toma de muestras pareadas

* Procesamiento y reporte de la
ELISA IgM.

» Seguimiento a la notificacion.

* Apoyo a las entidades territoriales
en la implementacion de medidas
de prevenciény control.

» Seguimiento a la notificacion.

« Apoyo a las entidades territoriales |
en la implementacion de medidas de
prevenciony control.
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En la seroteca del Grupo de Microbiologia reposan 910 muestras pareadas procedentes de
28 departamentos del pais, sin incluir Vaupés, Guaviare, Vichada y Quindio quienes no
enviaron muestras en el periodo de tiempo de estudio., La primera muestra se recolecté en
el periodo inicial de los sintomas, es decir cuando el paciente consulto al clinico (fase
aguda) y la segunda muestra 10 a 15 dias después de la recoleccion de la primera muestra
(fase convaleciente). El tamafio de la muestra se calculd utilizando el programa Epidat V.
4.1®, con base a una sensibilidad esperada de 96,5%, una especificidad esperada de
98,5%, prevalencia del 12%, el nivel de confianza: 95% y una precision del 59%; producto
de lo cual se establecid que se debian recolectar 433 muestras pareadas, no obstante el
estudio recolectd 443 muestras pareadas, las muestras fueron recolectadas en el periodo

comprendido entre enero de 2010 y junio de 2013 (Figura 4).

6.3 Recoleccidn de la informacion

La recoleccion de la informacion se realizé mediante dos fuentes secundarias:

1. Formato de envio de muestras de suero para el diagndstico de eventos febriles FOR-

R01.5030-032 (anexo 1), el cual tiene las siguientes variables:

Fecha de toma de la primera muestra, fecha de toma de la segunda muestra, fecha de envio
de las muestras, hospital, municipio, LSPD, nombre del paciente, sexo, edad, diagndstico
clinico, signos y sintomas del paciente, datos epidemioldgicos, Evolucién del paciente

(mejoria 0 muerto) en el anexo 2 se encuentra la clasificacion de cada variable.
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2. Ficha de notificacion del evento de leptospirosis del SIVIGILA codigo INS 455

(anexo 3y anexo 4), el cual tiene las siguientes variables:

Datos clinicos: Hallazgos semioldgicos (fiebre, mialgias, cefalea, artralgias, vomito,
nauseas, dolor retrocular, hiperemia conjuntival, secrecion conjuntival, dolor en pantorrilla,
diarrea, dolor abdominal, hemoptisis, melenas, epistaxis, erupcion, hematuria, prueba de
torniquete positiva, esplenomegalia, signos meningeos, disnea, tos, insuficiencia

respiratoria, hepatomegalia, ictericia, insuficiencia hepatica, insuficiencia renal.

Antecedentes vacUnales: vacunas contra fiebre amarilla, hepatitis B, hepatitis A y

leptospirosis.

Antecedentes epidemioldgicos: hay animales en casa, contacto con animales enfermos en
los ultimos seis meses, ha visto ratas dentro o alrededor de su domicilio, ha visto ratas
dentro o alrededor de su lugar de trabajo, fuentes de agua, alcantarillas destapadas cerca del
domicilio o sitio de trabajo, inundaciones en las zonas en los Gltimos 30 dias, contacto con
aguas estancadas durante los ultimos 30 dias, antecedentes de actividades deportivas, de
bafio, pesca en los ultimos 30 dias, disposicion de residuos solidos, tiempo de
almacenamiento de la basura en casa, conoce personas con sintomatologia similar en la

misma vivienda durante los ultimos 30 dias. (Anexo 5)

3. Resultados obtenidos de las pruebas, La prueba de oro MAT fue la variable
independiente y como variables dependientes se consideraron los resultados de las

dos pruebas ELISA IgM Panbio® y Virion®. (Anexo 6)
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Se consultaron las fuentes secundarias mencionadas, las cuales reposan en el Grupo de
Microbiologia del Instituto Nacional de Salud y con los resultados de laboratorio se elabord

una base de datos en Excel®.

6.4 técnicas utilizadas

Se empleo la técnica ELISA IgM (Panbio®), la técnica ELISA IgM (Virion — serion®) y la
técnica de microaglutinacion (MAT)- con 27 serovares pertenecientes a 17 serogrupos (ver

tabla 2).

6.4.1 Técnica de ELISA IgM PANBIO ®

Requiere de una dilucion 1/100 con la solucién diluyente de las muestras y los controles,
servir 100ul de cada uno en los pozos, incubar durante media hora a 37°C, lavar con
solucion de lavado cuatro veces, afiadir 100ul del conjugado a cada uno de los pozos,
incubar a 37°C por media hora, lavar nuevamente cuatro veces, agregar 100ul de
Cromdgeno TMB a cada pozo, incubar a temperatura ambiente por 10 minutos y adicionar
100ul de la soluciéon de parada. Realizar la lectura biocromatica (450 y 630nm) en el
Readwell. El resultado se obtiene de dividir la absorbancia de la muestra entre la
absorbancia del estandar y multiplicar por el factor. Valores por arriba de 1.1 U/ml tiene
significado positivo, entre 0.9 y 1.1 U/ml indican un resultado en zona gris y menor de 0.9

U/ml es un resultado negativo.
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6.4.2 Técnica de ELISA IgM VIRION-SERION®

Requiere diluir 1/20 la muestra con el reactivo RF, servir 100 ul de las muestras y los
controles (sin diluir) en los pozos, dejando el primero como blanco, incubar por una hora a
37°C en camara humeda, llevar al Washwell y lavar cuatro veces, adicionar 100ul del
conjugado a cada pozo, incubar a 37°C durante 30 minutos, lavar nuevamente cuatro
veces y agregar 100 pl de sustrato a cada pozo incluyendo el pozo del blanco, incubar a
37°C durante 30 minutos en cdmara humeda, finalmente afiadir 100ul de solucion de
parada a todos los pozos. Realizar lectura Dicromatica en Readwell (405 y 650nm) Para el
calculo e interpretacion de resultados, es necesario contar con el software de Serion. El
valor mayor a 20 u/ml se considera como positivo, valores entre 15-20 u/ml indican un

resultado en zona gris y menores de 15 u/ml un resultado negativo.

6.4.3 Técnica de Microaglutinacion (MAT)

Es la técnica de referencia internacional. Se realiza de forma cuantitativa permitiendo
detectar anticuerpos aglutinantes en el suero del paciente. En esta prueba se enfrenta el
suero con los serovares de Leptospira y se observa la presencia de aglutinacion. Es una
técnica altamente especifica, que ademas permite identificar el posible serovar infectante,
brindando informacion que permite conocer el comportamiento epidemiolégico de esta

enfermedad.

El procedimiento para realizar esta técnica fue el siguiente:
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= Preparacion de los antigenos:
Inicialmente se prepard el medio EMJH de acuerdo a las indicaciones de la casa comercial
y se realizo la prueba de esterilidad incubandolo a 37° C por 24 horas, luego se adiciond el
suplemento y se envaso en cantidades de 9ml en tubos tapa rosca, se realizo el repique de
las cepas de los serovares de leptospira viva (se utilizd un panel de 28 serovares) (Tabla 2).

Se incubaron ocho dias a 28 °C.

Se realizd la prueba de identidad diluyendo los antisueros Yy adicionando el antigeno
preparado; posteriormente, se incubd por dos horas a 28°C y se leyé en microscopio de
campo oscuro. Se observd la reaccion de aglutinacién Unicamente con el antisuero

respectivo, lo cual indica la pureza de las cepas utilizadas.

Los antigenos se diluyeron con Solucién Amortiguadora Fosfato (SAF), que se prepard con
0,5 g de Na;HPO,, 0,075 g de KH,PO, y 4,25 g de NaCl (Anexo 7) hasta obtener una
concentracion de 1-2 x10°® leptospiras/ml (tubo N° 5 McF).

Dilucién de la muestra: Las muestras de suero se diluyeron con SAF 1:50

Reaccion antigeno-anticuerpo:
Se enfrentaron cada uno de los sueros diluidos contra todos los serovares, para lo cual se
adicion6 50ul de suero diluido (o SAF solo para el control) y 50ul de antigeno diluido en

una microplaca plastica flexible, fondo en U, y se incubaron a 28°C por dos horas.
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= Lectura:

La lectura de la microaglutinacion se realizdé tomando con un pincel metélico una gota
de cada reaccién y colocandola en una lamina portaobjeto, para ser leida en el
microscopio de campo oscuro. Se considerd como reactivo cuando se observd una

aglutinacion >50% de la leptospira. (Figura 6)

= Cuantificacion:

Las muestras reactivas, se diluyeron seriadamente al doble con SAF en una microplaca
plastica, partiendo de 1:100 hasta 1:3200 y se les adiciond el serovar respectivo; se
procedié nuevamente a incubar dos horas a 28°C y se realiz6 la lectura al microscopio
de campo oscuro. Para establecer el titulo se mir6 la positividad hasta la dilucién donde

se observara el 50% de aglutinacion.

Figura 6. Controles de MAT

Control negativo Control positivo
e Interpretacién: se considerod positivo el suero que realiza la seroconversion, aumento

de 4 veces el titulo entre suero agudo y convaleciente.
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Tabla 2. Serovares utilizados, donados por el Instituto Royal Tropical Center.

Especie Serogrupo Serovar Cepa
Australis Ballico
L. interrogans Australis . Jez
Bratislava .
Bratislava
: . Autumnalis | Akyyami a
L. interrogans Autumnalis Rachmati Rachmat
Ballum Mus 127
L. borgpetersenii Ballum Castellonis Cast;llon
Bataviae Bataviae Swart
i Hond
L. Interrogans Canicola Canicola Ultrecht
v
L. weilii Celledoni Celledoni Celledoni
. . Cynopteri Cynopteri 3522C
Lt Grippotyphosa | Grippotyphosa | Moskva V
Hebdomadis Hebdomadis Heb?gmad
L. interrogans lcterohaemorth i g:r%ehnaheﬁg?rlh M20
agiae . RGA
agiae
Javanica VBRI
L. borgpetersenii Javanica Batavia 46
Poi Poi
L. noguchii Panama Panama CZz214
L. interrogans Pomona Pomona Pomona
L. noguchii Proechymis 1161U
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem
Gorgas 1413U
. Guaricura Bov G
L. santarosai . .
: Hardjo HarQJopraJ
Sejroe itho
L. interrogans Saxkoebing Mus 24
L. borgpetersenii Sejroe M 84
L. interrogans Wolffi 3705
L. santarosai Shermani Shermani 1342K
L. borgpetersenii Tarassovi Tarassovi Pere|cr)]eI|tS|
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Recoleccidn de la informacion

Esta informacién se digité en una base de datos en Ms Excel® con los resultados obtenidos

con las técnicas mencionadas.

6.5 Analisis de la informacién

A partir de la base de datos se realizé el andlisis de la informacion utilizando el programa

STATAM®, en el cual se le realizaron las siguientes mediciones:

6.5.1 Medicidn de especificidad y sensibilidad

Los resultados de cada una de las pruebas de ELISA IgM se calcularon por medio de una
tabla de 2x2. En ella se identificaron la sensibilidad y la especificad, determinadas segun
los verdaderos positivos VP, los falsos positivos FP, los verdaderos negativos VN y los

falsos negativos FN.
Sensibilidad= Verdaderos Positivos/Enfermos = VP (VP+FN)
Especificidad= Verdaderos Negativos / sanos = (VN+FP)

6.5.2 Valores predictivos

Se determind el valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN) para
ver la probabilidad de tener o no la enfermedad, dado que el resultado fuera positivo o
negativo respectivamente. Es importante resaltar que los valores predictivos dependen de la
prevalencia de la enfermedad en la poblacién (cociente entre enfermos y poblacion) y son

los indices que interesan principalmente en la practica clinica.
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6.5.3 Coeficiente de probabilidad
Se determin0 el coeficiente de probabilidad positivo (CP) y el coeficiente de probabilidad

negativo (CN).

6.5.4 Curvas ROC

Las Curvas de rendimiento diagnéstico o de ROC (Receiver Operating Characteristics)
nos indican sobre un par de ejes X-Y los valores que toman, respectivamente el
complemento de la especificidad y la sensibilidad a medida que se cambia el punto de corte
de la variable continua. Para este trabajo se utilizaron como variable independiente los
resultados dicotomizados obtenidos de la técnica MAT y como variable dependiente los
resultados de las pruebas tanto de Virion -serion® como Panbio® los cuales se analizaron

con el programa Statall®, lo que permitio apreciar la validez relativa de los mismos.
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7. Resultados

Entre enero del 2010 y Junio de 2013, se analizaron 886 muestras, provenientes de 443
pacientes, de estos pacientes un total de 108 fueron positivos y 335 negativos por la prueba
de oro “microaglutinacioén”, por lo que representd la certeza de pacientes definidos como

enfermos y no enfermos para leptospirosis.

7.1. Caracterizacion sociodemografica de los pacientes con infeccion por

leptospirosis incluidos en el estudio.

Durante enero de 2010 a julio de 2013, fueron analizadas 886 muestras provenientes de
(443 pacientes) definidos como casos sospechosos que se incluyeron en este estudio, se
consideraron confirmados (108 pacientes) por laboratorio teniendo en cuenta aquellos
pacientes que cumplian con el criterio de realizar el proceso de seroconversion por la
técnica MAT, y se consideraron descartados aquellos pacientes que tenian un resultado

negativo.

De los 108 pacientes que resultaron positivos se encontrd: 22 (20%) durante el afio 2010,
25 (23%) en el afio 2011, 44 (41%) en el afio 2012 y 17 (16%) en el afio 2013. En el afio

2012 se presento el mayor namero de muestras (Figura 7).
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Figura 7. Distribucion de pacientes positivos por afio.

Anos

2010 2011 2012 2013
M Arios 22 25 44 17

La edad promedio de los sujetos fue de 31 +DE 16 afios, con un rango entre 8 y 76
afos, y una mediana de 26; donde el 83% de los pacientes eran del sexo masculino
(Figura 8), en cuanto a su distribucién geografica la leptospirosis estuvo presente en
veinte de veintiocho departamentos de Colombia incluidos en el estudio, en seis
departamentos se encontrd el 63,7% de positivos para leptospirosis; correspondiendo
a Risaralda (15,7%), Sucre (12%), Antioquia (11,1%) Boyaca (8.3%), Huila (8,3%)
y Santander (8,3%) (Figura 9).

Figura 8. Distribucién por sexo de los sujetos del estudio.

M Masculino & Femenino

17%
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Figura 9. Distribucion geografica de los sujetos del estudio
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7.2. Factores asociados a infeccidn por leptospirosis en los pacientes incluidos en

el estudio.

La comparacion de la presentacién de signos y sintomas de los casos sospechosos de
leptospirosis del estudio se muestra en la tabla 3. El sintoma predominante fue fiebre
(96,5%), también gran parte de los pacientes presentaron cefalea (81%), seguido de
mialgias (77,1%), artralgias (56,6%) y nauseas (55,4%). Solo el 40,7% presentd

ictericia y el 7,4% hepatomegalia. En general, la proporcién de sospechosos
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estudiados que presentaron signos hemorragicos de falla de uno o mas érganos fue

menor a 5%.

Tabla 3. Presentacion de signos y sintomas de los sujetos del estudio

Sintomas Si % n
Fiebre 83 96,5 86
Cefalea 68 81 84
Mialgias 64 77,1 83
Artralgias 47 56,6 83
Nauseas 46 55,4 83
Vomito 44 53,7 82
D. abdominal 38 46,3 82
Ictericia 33 40,7 81
Dolor retrocular 28 34,6 81
Diarrea 24 29,3 82
Dolor en pantorrillas 21 26,3 80
Hematuria 10 12,5 80
Hiperemia 9 11,3 80
Melenas 7 8,8 80
Tos 7 8,8 80
Brote 6 7,5 80
Hepatomegalia 6 7,4 81
Hemoptisis 4 4,9 81
Esplenomegalia 4 5 80
Disnea 4 5 80
Insuficiencia. Renal 4 4,9 81
Epistaxis 3 3,8 80
Insuficiencia respiratoria 3 3,8 80
Insuficiencia hepatica 3 3,8 80
Secrecion 2 2,5 80
Prueba de torniquete + 1 1,3 80
Signos Meningeos 1 13 80
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Para los pacientes con diagnostico confirmado para leptospirosis reportaron haber
convivido con animales domésticos y de granja, siendo mas frecuente los perros

(46,2%) y gatos (22,3%) (Tabla 4).

Tabla 4. Tipos de animales con los que convive.

Animales Si % No %
Perros 45 46,2 38 458
Gatos 21 223 59 738
Ninguno 21 222 62 74,7
Otros 13 143 67 83,8
Porcinos 12 13,3 68 85
Equinos 8 93 72 90
Bovinos 6 73 74 925

En cuanto a otros posibles factores de riesgo se hallé que 57,6% report6 haber “visto
ratas dentro o alrededor de su domicilio”, el 44,0% refieren no tener disposicién de
residuos solidos, el 41,9% declar6 que “ha visto ratas dentro o alrededor de su
lugar de trabajo” , el 22,6% no tenia agua potable, el 39,5% ha tenido contacto con
aguas estancadas, cerca del 30,2% report6 alcantarillas destapadas cerca de su lugar
de trabajo o domicilio y el 22% realiz6 actividades deportivas en rio, al igual, se

reportaron otras variables con un porcentaje menor al 20% (Tabla 5).
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Tabla 5. Posibles factores de riesgo en pacientes positivos para leptospirosis

Variables Si % No %
Fuentes de agua Acueducto 65 77,4 19 22,6
Ha visto ratas dentro o alrededor de su domicilio 49 57,6 36 42,4
Disposicion de residuos sélidos 1=Recoleccién

2=Peri domiciliaria 47 56,0 37 44,0
Tiempo de almacenamiento de las basuras en casa

1=1-3 dias 2= 4-7 dias 3=mas de 7 dias 47 59,5 32 40,5
Antecedentes actividades deportivas Sin

antecedentes 37 44,6 46 55,4
Ha visto ratas dentro o alrededor de su trabajo 36 41,9 50 58,1
¢ Contacto con aguas estancadas en los ultimos 30

dias? 34 39,5 52 60,5
¢ Presencia de alcantarillas destapadas cerca de su

domicilio o sitio de trabajo? 26 30,2 60 69,8
Antecedentes actividades deportivas Rio 18 22,0 64 78,0
¢ Persona con sintomatologia similar en la misma

vivienda durante los Gltimos 30 dias? 14 16,3 72 83,7
¢Jlnundaciones en la zona en los Ultimos 30 dias? 13 15,1 73 84,9
Contacto con animales enfermos en los Gltimos 6

meses 11 12,8 75 87,2
Fuentes de agua Pozo Comunitario 11 13,4 71 86,6
Fuentes de agua Tanque de almacenamiento 10 12,5 70 87,5
Antecedentes actividades deportivas Arroyo 10 12,5 70 87,5
Fuentes de agua Rio 7 8,8 73 91,3
Antecedentes actividades deportivas Lago laguna 4 50 76 95,0
Antecedentes actividades deportivas Represa 3 3,8 77 96,3

56



Para el andlisis bivariado se tomaron las variables que se presentaban por encima del
50%, o que tenian una pertinencia clinica en la enfermedad, se observo una relacion
significativa en el sintoma mialgias p= 0,007, OR 1,7 encontrando que el riesgo es
mayor en una probabilidad del 63% en las personas que refirieron haber tenido
mialgias, en cuanto a las otras variables analizadas no se identificd una asociacion

estadisticamente significativa (Tabla 6).

Tabla 6. Analisis bivariado de las variables que tienen pertinencia clinica.
Grupo de la

) Variable OR IC 95% P
variable
Fiebre 2,2 0,77 — 6,62 0,08
Cefalea 15 0,97 -2,41 0,08
Hallazgos Mialgias 1,7 1,16 — 2,69 0,007*
semiolégicos  Ictericia 1,4 0,99 - 2,05 0,05
I. renal 0,97 0,43-2,21 0,95
I. Hepatica 0,67 0,26 - 1,70 0,40
Convive con Perros 0,78 0,55-1,13 0,19
Convive con Porcinos 1,15 0,69 -1,90 0,57

Ha visto ratas dentro o
alrededor de su domicilio
Ha visto ratas dentro o
alrededor de su trabajo.
Posibles Personas con sintomatologia
factores de similar en la misma vivienda 0,67 0,42-1,09 0,10
riesgo durante los Gltimos 30 dias
Inundaciones en la zona en
los ultimos 30 dias

0,98 0,68 -1,41 0,93

0,96 0,67 -1,37 0,82

1,25 0,76 - 2,04 0,36

Fuentes de agua - Acueducto 0,97 0,63-1,49 0,91
Fuente_s de_ agua — Pozo 1,03 0,80 - 1,32 0,79
comunitario

Fuentes de agua -Rio 0,94 0,49-1,77 0,85

*Estadisticamente significativo.
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7.3. Caracteristicas operativas de las pruebas de ELISA Panbio®y Virion-Serion®

con sueros de pacientes con infeccion por Leptospira spp, incluidos en la vigilancia

centinela de la enfermedad.

Para determinar las caracteristicas operativas de la prueba se realizé el analisis bajo
los puntos de corte recomendados por el fabricante. Se encontrd que los pacientes en
fase aguda de la prueba de Panbio® tenian una sensibilidad de 69% y una
especificidad 66%, el valor predictivo positivo fue 39% vy negativo 87%, el
coeficiente de probabilidad positivo fue 2 y el coeficiente de probabilidad negativo
0,5 con una precision de 67%. Los resultados no se correlacionaron con los
obtenidos por el fabricante, ellos reportan una sensibilidad del 96,5% y una

especificidad de 98,5% (Tabla 7)

En cuanto a la prueba de Virion Serion® encontramos en los pacientes de fase aguda
una sensibilidad de 59%, una especificidad de 70%, el valor predictivo positivo fue
39% y negativo 84%, el coeficiente de probabilidad positivo fue 1,9 y negativo de
0,5 con una precision de 67%, no obstante el fabricante reporta una sensibilidad de

97% y una especificidad de 96% (Tabla 7)

En las muestras de la fase convaleciente analizadas con el punto de corte
recomendado por el fabricante, encontramos para la prueba Panbio® una

sensibilidad de 88% y una especificidad de 62%, el valor predictivo positivo fue
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43% y negativo 94%, el coeficiente de probabilidad positivo fue 2,3 y el coeficiente
de probabilidad negativo 0,1 con una precision de 68%; para la prueba de Virion
Serion® se encontré una sensibilidad de 84% y una especificidad de 65%, el valor
predictivo positivo fue 44% y negativo 93%, el coeficiente de probabilidad positivo
fue 2,4 y el coeficiente de probabilidad negativo 0,2 con una precision de 70%; las
dos pruebas para la muestra en fase convaleciente presentaron un buen rendimiento

y la precision es similar para ambas pruebas (Tabla 8).

No obstante, es importante precisar que a pesar de encontrar la prueba de Panbio®
con mejor rendimiento que la prueba de Virion Serion®, los intervalos de confianza

se superponen.

Tabla 7. Caracteristicas operativas de las pruebas de ELISA IgM en muestras de
suero agudo de las pruebas Panbio® y Virion/Serion®

ELISA IgM ELISA IgM 1C 95%
Caracteristicas IC 95%
Panbio® Virion/serion®

Sensibilidad 69% 60,2-77,3 59% 49,868
Especificidad 66% 60,4-70,5 70% 64,7-74,5
Valor predictivo positivo 39% 32,8 -40,5 39% 31,6 -46,4
Valor predictivo negativo 87% 82,2-90,5 84% 79,4 -87,9
Precision 67% 62-70,8 67% 62,7-71,4
Coeficiente de probabilidad positivo 2 1,96 — 2,08 1,9 1,88 - 2,04
Coeficiente de probabilidad negativo 0,5 0,43 -0,49 0,5 0,55-10,61
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Tabla 8. Caracteristicas operativas de las pruebas de ELISA IgM en muestras de

suero convaleciente

ELISA IgM ELISA IgM 1C 95%
Caracteristicas IC 95%
Panbio® Virion/serion®
Sensibilidad 88% 80,4-92,8 84% 76,2-89,9
Especificidad 62% 56,4 — 66,8 65% 59,8 -69,9
Valor predictivo positivo 43% 36,2 -49,1 44% 35,1-50,5
Valor predictivo negativo 94% 90,1-96,5 93% 88,7 -95,4
Precision 68% 63,6 -72,3 70% 65,3-73,8
Coeficiente de probabilidad positivo 2,3 22-23 2,4 2,36 — 2,47
Coeficiente de probabilidad negativo 0,1 0,16 — 0,22 0,2 0,21 -0,27

El andlisis de las curvas ROC para una variable dicotomica en los pacientes en fase

aguda, mostro para la prueba de marca Virion-serion® un area bajo la curva de

0,696, y para la prueba de Panbio® el area bajo la curva fue de 0,726 (Figura 10 y

11).
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Figura 10. Curva de caracteristicas operativas (ROC) de la prueba de ELISA IgM
Virion/Serion® en muestras de suero agudo
ROC Curve
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Figura 11. Curva de caracteristicas operativas (ROC) de la prueba de ELISA IgM
Panbio® en muestras de suero agudo
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En las tablas 9 y 10 se muestran las sensibilidades y especificidades encontradas en

diferentes puntos de corte para cada una de las pruebas, respectivamente. El

fabricante considera para la prueba de Virion/Serion® como positivo mayor a 20,

dudoso entre 15 y 20 y negativo menor de 15; y para la prueba Panbio® se considera

positivo mayor a 1,1, dudoso entre 0,9 y 1,1 y negativo menor de 0,9.

Para la prueba Virion® se analizaron los puntos de corte de 15 a 30, encontrando en

el punto de corte considerado >15 una sensibilidad de 66%, una especificidad de

60% con una precision de 62%; en el punto de corte 30, a este nivel la sensibilidad

fue del 52%, la especificidad 84% y la precision diagnostica de 76% (Tabla 9).

Tabla 9. Sensibilidades y especificidades de la prueba Virion- Serion® derivadas de
diferentes puntos de corte en muestra aguda

P‘i’;tgede Sensibilidad  IC95%  Especificidad  1C95%  Precisién  IC 95%
15 66% 56,39 -74,01 60% 54,97 — 65,39 62% 57,02 —66,04
16 65% 55,44 73,17 62% 57,09 -67,41 63% 58,39 —67,35
17 63% 53,56 -71,48 65% 59,82 — 69,98 65% 60 -68,87
18 61% 51,69 —69,77 66% 61,05-71,12 65% 60,46 —69,31
19 61% 51,69 - 69,77 68% 62,89 - 72,82 66% 61,84 -70,61
20 59% 49,83 - 68,05 70% 64,73 — 74,52 67% 62,77 =71,47
21 59% 49,83 - 68,05 71% 65,97 — 75,64 68% 63,69 —72,34
22 57% 47,99 - 66,32 73% 67,52 - 77,04 69% 64,39 —72,98
23 56% 46,15 - 64,58 74% 69,39 — 78,71 70% 65,32 -73,84
24 55% 45,24 - 63,7 76% 71,59 — 80,65 71% 66,72— 75,13
25 55% 45,24 — 63,7 78% 73,17 - 82.02 72% 67,89 - 76,2
26 54% 44,33 - 62,82 79% 74,43 - 83,12 73% 68,59 - 76,84
27 53% 43,43 - 61,94 80% 75,71 - 84,2 74% 66,29 - 77,48
28 52% 42,53 - 61,05 82% 77,31 - 85,56 74% 70,23 - 78,33
29 52% 42,53 -61,05 83% 78,59 - 86,63 75% 71,18 - 79,18
30 52% 42,53 - 61,05 84% 79,56 - 87,43 76% 71,89 -79,81
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Para la marca Panbio® se analizaron los puntos de corte de 0,7 a 2, basado en estos

resultados en el punto de corte >1 encontramos que se mejora la sensibilidad a un

71%, se ve una mejor relacion entre sensibilidad y especificidad con una precision

de 64%; para el punto de corte >1,8, encontrando una sensibilidad de 55%, una

especificidad de 85% Y la precision diagnostica de 78% (ver tabla 10).

Tabla 10. Sensibilidades y especificidades de la prueba Panbio® derivadas de diferentes
puntos de corte en muestra aguda.

P‘i’;tgede Sensibilidad  IC95%  Especificidad  1C95%  Precisién  IC 95%
0,7 78% 69,06 —84,59 45% 40,12 - 50,73 53% 48,62 -57,87
0,8 76% 67,06 -83,01 51% 45,71 — 56,36 57% 52,48 —61,64
0,9 72% 63,12 -79,8 55% 49,27 — 59,88 58% 54,28 -83,4
1,0 71% 62,15 -78,98 62% 56,48 — 66,83 64% 59,54 —68,44
1,1 69% 60,21 -77,34 66% 60,44 — 70,55 67% 62,07 70,82
1,2 67% 57,34—- 74,85 70% 64,43 — 74,24 69% 64,39 -72,98
1,3 60% 50,76 —68,91 73% 67,83 -77,32 70% 65,32— 73,84
1,4 59% 49,83 —68,05 73% 70,65 — 79,82 72% 67,19 -75,56
1,5 59% 49,83 - 68,05 77% 72,53 - 81,47 73% 68,59 - 76,84
1,6 57% 47,99 - 66,32 78% 75,07 - 83,66 74% 70-78,12
1,7 55% 45,24 - 63,7 82% 77,95 - 86,09 76% 71,41 -79,39
1,8 55% 45,24 - 63,7 85% 80,86 - 88,49 78% 73,54 - 81,28
1,9 52% 42,53 - 61,05 86% 82,17 - 89,55 78% 73,78 - 81,49

2 51% 41,63 -60,16 88% 84,15-91,11 79% 74,97 - 82,54

El analisis para las muestras de suero convaleciente se encontrd que las curvas ROC

arrojaron los siguientes resultados: prueba de Virion/ Serion® un area bajo la curva

de 0,831 y para la prueba de Panbio® de 0,868. (Figura 12 y 13)
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Figura 12. Curva de caracteristicas operativas (ROC) de la prueba de ELISA IgM
Virion/Serion® en muestras de suero convaleciente
ROC Curve
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Figura 13. Curva de caracteristicas operativas (ROC) de la prueba de ELISA IgM
Panbio® en muestras de suero convaleciente
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A su vez se realizé el anélisis de los diferentes puntos de corte para cada prueba

mostrandonos para la prueba de Virion/serion® en el punto de corte >20 tenemos

una sensibilidad de 84%, una especificidad de 65% con una precision del 70%; para

el punto de corte de >27 tenemos una sensibilidad de 80%, una especificidad de

74% con una precision del 75% (Tabla 11). Para la prueba Panbio® encontramos

que en el punto de corte de >1 la sensibilidad es de 89%, la especificidad de 57%

con una precision del 65%, en el punto de corte >1,8 nos arrojé una sensibilidad del

76%, una especificidad del 82% con una precision del 80%. (Tabla 12).

Tabla 11. Sensibilidades y especificidades de la prueba Virion- Serion® derivadas de

diferentes puntos de corte en muestra convaleciente

Punto de

corte Sensibilidad IC 95% Especificidad IC95% Precision IC 95%
15 87% 79,41 -92,12 57% 51,36 — 61,92 64% 59,54- 68,44
16 86% 78,34 -91,4 60% 54,37 — 64,82 66% 61,61 -70,39
17 85% 77,28 —90,67 63% 57,69 — 67,98 68% 63,93 -72,55
18 84% 76,23 —89,93 64% 58,91 - 69,13 69% 64,62 —73,2
19 84% 76,23 - 89,93 64% 59,22 - 69,41 69% 64,85 -73,41
20 84% 76,23 - 89,93 65% 59,82 — 69,98 70% 65,32 -73,84
21 83% 75,19 - 89,19 67% 61,35-71,41 71% 60,25 -74,7
22 82% 74,15 - 88,44 67% 61,97 — 71,97 71% 66,48 —74,92
23 81% 73,12 - 87,68 68% 63,19 - 73,11 2% 67,19 —75,56
24 81% 72,1 - 86,92 71% 65,66 — 75,36 73% 68,82— 77,05
25 81% 72,1 - 86,92 2% 67,21 - 76,76 74% 70 -78,12
26 80% 71,08 - 86,15 73% 68,15 - 77,6 75% 70,47 - 78,54
27 80% 71,08 - 86,15 74% 69,08 - 78,43 75% 71,18 - 79,18
28 78% 69,06 - 84,59 74% 69,08 - 78,43 75% 70,71 - 78,75
29 78% 69,06 - 84,59 75% 70,02 - 79,27 76% 71,41 -79,39
30 78% 69,06 - 84,59 76% 70,96 - 80,1 76% 72,12 - 80,02
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Tabla 12. Sensibilidades y especificidades de la prueba Panbio® derivadas de diferentes

puntos de corte en muestra convaleciente

Punto de

corte Sensibilidad IC 95% Especificidad IC95% Precision IC 95%
0,7 94% 88,41 -97,43 45% 39,83 -50,43 57% 52,46 —61,64
0,8 92% 84,92 -95,55 50% 44,82 — 57,47 60% 55,64 —64,72
0,9 91% 83,79 -94,89 54% 48,98 — 59,58 63% 58,62 —67,56
1,0 89% 81,58 —93,53 57% 51,66 — 62,21 65% 60,23 —-69,09
1,1 88% 80,49 -92,83 62% 56,48 — 66,83 68% 63,69 -72,34
1,2 88% 80,49 -92,83 67% 61,66 — 71,69 2% 67,65 —75,99
1,3 85% 77,28 —90,67 70% 65,35 - 77,08 74% 69,76 — 77,9
1,4 83% 75,19 -89,19 74% 69,08 — 78,43 76% 72,12 -80,02
1,5 81% 72,1 - 86,92 7% 71,9 - 80,92 7% 73,54 - 81,28
1,6 79% 71,08 - 86,15 78% 73,48 - 82,3 79% 74,5 - 82,12
1,7 78% 69,06 - 84,59 80% 75,71 - 84,2 80% 75,69 - 83,17
1,8 76% 67,06 - 83,01 82% 76,98 - 85,29 80% 76,17 - 83,58
1,9 74% 65,08 - 81,41 85% 80,86 - 88,49 82% 78,57 - 85,66

2 71% 62,15 -78,98 87% 83,16 - 90,33 83% 79,54 - 86,48

Dado que es donde se encuentra la sensibilidad por encima del 70% y existe una

mejor relacion entre sensibilidad y especificidad, en la prueba Panbio®, encontrando

una precision del 80%; si se desearia utilizar esta prueba como confirmatoria en la

muestra de fase convaleciente se recomienda como punto de corte ideal >1,8 a este

nivel la sensibilidad fue del 76%, la especificidad del 82%.
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8. Discusion

El principal aporte de este trabajo es la descripcion de las caracteristicas operativas
de las pruebas diagndsticas para la leptospirosis, siendo el primer estudio a nivel
nacional, dando a conocer para nuestro pais como se comporta las pruebas ELISA

IgM con la certeza que clasifica pacientes enfermos y sanos.

El diagnostico clinico de la leptospirosis es dificil debido a la diversidad y poca
especificidad de los sintomas y signos que presentan los pacientes, los cuales pueden
confundirse con otras enfermedades (32). El diagnostico por laboratorio depende de
la variedad de ensayos como la deteccidn de anticuerpos especificos mediante MAT,
la cual es considerada el patron de oro a nivel mundial, recomendado por la OMS en
la enfermedad de leptospirosis (11). No obstante, esta técnica tiene limitaciones
como la escasa disponibilidad en los laboratorios de la RNL, elevado costo
economico Yy la dificultad para obtener la muestra pareada y no representa utilidad
para guiar el manejo clinico temprano de la enfermedad, dado que los titulos de
anticuerpos detectados por esta técnica aumentan mas tarde que los detectados por
otros métodos por tal motivo se tiene establecido dentro de los lineamientos dados
por el INS como técnica de tamizaje para la enfermedad de leptospirosis la prueba

de ELISA IgM (6).

Se observé que la mayoria de pacientes positivos para la infeccion en el estudio

pertenecian al sexo masculino (83%), correlacionado con lo reportado por la
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literatura donde se presentan mas casos en hombres que en mujeres (54). En el pais,
esto ha sido observado en estudios de seroprevalencia, en un estudio realizado en
Cali se encontré el 85% de casos en hombres, en otro estudio realizado para
determinar el comportamiento de la leptospirosis en el Atlantico el 82% fueron
hombres (42). Esta proporcién de los casos en hombres puede estar relacionada con
exposicién asociado con la actividad ocupacional, el contacto con animales y la

agricultura (54,55).

Los pacientes donde la leptospirosis fue detectada presentaron edades en un amplio
rango (8 a 76 afios); sin embargo, se observo una alta proporcion de casos en edad
productiva; no existe una predisposicion de la adquirir la enfermedad con la edad,
pero si se ha descrito como un riesgo la edad productiva por el desarrollo de

actividades que pueden representar un riesgo (56).

La descripcién de los sujetos del estudio mostré que la mayoria de casos (63,7%)
ocurrieron en los departamentos de Risaralda, Sucre, Antioquia, Boyaca, Huila y
Santander. Estos departamentos participan de manera activa en la vigilancia de la
leptospirosis por laboratorio en el pais. En el caso del LSP de Antioquia se ha
realizado la sensibilizacion del personal clinico y de la comunidad logrando
fortalecer la vigilancia de la leptospirosis, por lo cual, su notificacién siempre ha
presentado una de las mayores proporciones. Adicionalmente, es importante aclarar

que en Colombia existe un subregistro de la notificacion debido a las debilidades del
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proceso de vigilancia nacional. Este fendmeno ocurre en otros paises (36, 54, 65),
por lo tanto se necesita mejorar el sistema de vigilancia para poder lograr una mayor

comprension de la verdadera incidencia y patogenicidad de la enfermedad.

Dentro de las variables de sintomas analizadas se encontr0 estadisticamente
significativo las mialgias (OR 1,67 p=0,001). Sin embargo, la presentacion clinica
de la enfermedad es altamente variable y este sintoma no es patognoménico de la
enfermedad, por lo tanto, pueden ocurrir en cualquiera de las patologias febriles
icteronemorragicas como dengue, Yy rickettsiosis, entre otras, en los cuales las
mialgias se pueden presentar del 46 al 77% de los casos (54). A pesar de no ser
significativo, se resalta que la ictericia se presentd en el 40,7% de los casos;
concordando con lo reportado por Astudillo et al., donde la ictericia ocurrio sélo en

un 36% de los casos (45).

En los factores de riesgo analizados no se evidencio significancia estadistica, sin
embargo, el contacto con perros y gatos presentaron mayor porcentaje que el
contacto con otro tipo de animales, al igual, el observar roedores en lugares de
trabajo o en el hogar, y el contacto con el aguas estancadas. En paises de Centro y
Sur América, entre los posibles factores de riesgo descritos estan relacionados con
las actividades que realizan las personas, se considera que la transmisién esta
principalmente ligada a actividades ocupacionales de trabajadores de cadena

agricola, veterinarios y ganaderos (56) ; en segunda instancia, esta el contacto en
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aguas contaminadas (57; 58) y en tercer lugar la transmision domiciliaria, que se da
en personas que presentan convivencia con animales domeésticos, silvestres o

roedores (59).

La medicion de anticuerpos IgM mediante ELISA con las pruebas disponibles en el
mercado tiene un valor diagndstico limitado en la muestra tomada en fase aguda, ya
que con los puntos de corte sugeridos por el fabricante, la prueba de Virion/Serion®
presenta una sensibilidad de 59%, mientras que la prueba de Panbio® una
sensibilidad de 69%. Si bien puede considerarse que los resultados de sensibilidad
mayores que 70% son aceptables en una prueba de tamizaje, hay que tener en cuenta
que las diferencias entre las dos pruebas no son significativas ya que los intervalos
de confianza de las mismas se superponen. En diferentes estudios la sensibilidad de
estas pruebas ha sido variable, en los ELISA “in House” se reportaron
sensibilidades entre el 35 — 97,5% para paises como Peru, India, Hawai y Sri Lanka
(60,61,62,63); mientras que para la ELISA de Panbio® se han observado diferentes
valores de sensibilidad en paises como Brasil, Ciudad de Salvador (87,5%),
Barbados (70%), EEUU (35%), Laos (60,9%) y Tailandia (90,8%) (61,64,65,66,67).
En contraste, no se encuentran diversos reportes de sensibilidad para la prueba

Virion, un estudio en EEUU report6 una sensibilidad de 43% para esta prueba (61).
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En relacion a la especificidad de la pruebas para este estudio se encontraron valores
bajos (66% para Panbio® y 70% para Virion-serion®). Esta baja especificidad
puede generar una disminucion en el hallazgo de los verdaderos negativos, por
consiguiente se genera un aumento en los falsos positivos, los cuales posteriormente
se confirmaran con la prueba de MAT, por lo tanto estos pacientes no se veran
reflejados en el ajuste de los casos. En cuanto a especificidad en los ELISA “in
house” se reporta buena especificidad entre 79 y 98,7%, a diferencia de los

comerciales que reportan mas variabilidad entre 55 — 98%.

La sensibilidad y especificidad reportada por ambos fabricantes (Panbio®: S 96,5%,
E 98,5% y Virion®: S 97%, E 96%), es diferente a lo encontrado en este estudio,
siendo nuestros resultados considerablemente menores en ambos valores. Esto
probablemente ocurra por las diferentes caracteristicas sociodemogréficas,
ecopeidemiologicas y culturales, ya que estas pruebas fueron validadas en Australia
y Nueva Zelanda (Panbio®), y en Alemania (Virion®). Los valores de las pruebas
puede variar dependiendo de la evolucion de la enfermedad, al iniciar la
enfermedad, entre los 5 a 10 dias los valores pueden ser inferiores que si se realiza a
los 15 dias del inicio de la enfermedad (11). Sin embargo, estos estudios no
especifican el tiempo de evolucion de la enfermedad, por lo cual es dificil inferir que

se estén viendo afectadas por este parametro.

Con respecto a los valores predictivos, se conoce que se ven afectados con la
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prevalencia de la enfermedad, resultado en un parametro atil para la toma de
decision clinica; considerando que en Colombia se han descrito prevalencias que
oscilan entre 67,9 y 12,5% (68), los valores predictivos negativos encontrados en
este estudio demuestran una certeza de un 87% (Panbio®) y 84% (Virion/Serion®)

de que los pacientes estarian realmente sanos.

Al realizar las curvas ROC se evidencio que la prueba Panbio tienen un rendimiento
diagnostico cercano al aceptable, debido a que el area bajo la curva es superior a 0,7
(Virion - serion®: 0,696 y Panbio®: 0,726); por lo tanto, es importante tener en
cuenta que la ELISA IgM no se debe utilizar como prueba diagnostica Unica, su
interpretacion debe estar acompafiada de la evaluacion del cuadro clinico y la

confirmacion, de ser posible, con otras pruebas diagndsticas (11).

Los resultados encontrados en este estudio pueden determinar que las pruebas no
cumplen con los pardmetros para ser utilizadas como pruebas de tamizaje en fase
aguda, debido a que no detectan todos los casos positivos. Sin embargo, la prueba de
Panbio, es la que muestra mayor rendimiento operativo, aunque se tendria que
considerar disminuir el punto de corte para mejorar la sensibilidad. Esta decision,
puede resultar en la captacion de un alto nimero de falsos positivos que deberan ser

descartados con una prueba de mayor sensibilidad y especificidad como la MAT.

En el analisis de la prueba Panbio® el punto de corte correspondiente a 1,0, mostrd
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una convergencia equilibrada entre la sensibilidad (71%) y la especificidad (62%)
con una precision del 64%; con este punto de corte se incrementa la sensibilidad de
69% (valor con el punto de corte recomendado por el fabricante) a 71%, por
consiguiente, se realiza una mejor clasificacion de los pacientes falsos negativos. En
el caso de utilizar un valor mas bajo en el punto de corte, se afecta la especificidad,

por lo tanto se aumenta el numero de falsos positivos.

En los resultados para la fase convaleciente de la enfermedad se observé un
incremento de la sensibilidad con respecto a la fase aguda tanto para Panbio (88%)
como para Virion (84%). En contraste, la especificidad disminuyé en ambas
pruebas (Panbio 62%, Virion 65%). EI cambio en la sensibilidad puede atribuirse a
que hay una mayor produccién de anticuerpos hacia el dia 15 de la enfermedad (11).
En cuanto a la disminucion de la especificidad podria estar relacionada con la
deteccion de trazas de anticuerpos IgM, los cuales se ha demostrado pueden persistir
durante meses después de la infeccion (11), y ser captados por la Elisa IgM, pero no
por la prueba de MAT, donde no se observa el proceso de seroconversion, por

consiguiente se clasificarian como casos falsos positivos.

Al observar las curvas ROC de ambas pruebas encontramos que tienen un buen
rendimiento para la muestra convaleciente (Panbio® 0,868% y Virion/Serion®
0,831%), debido a que los pacientes falsos positivos encontrados en la fase aguda se

clasifican como verdaderos positivos en la fase convaleciente. Sin embargo, debido
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a los valores de sensibilidad y especificidad de las dos pruebas, solo se podria
recomendar el uso de la prueba de Panbio®, aumentando el punto de corte con el
fin de mejorar la precision global de la prueba. En el punto de corte de 1,8 se
obtuvo una sensibilidad de 76%, especificidad de 82% y una precision del 80%. Los
puntos de corte para esta prueba también fueron aumentados en un estudio en

Tailandia, donde se establecio un punto de corte >2 (67).

La prueba de ELISA Panbio® puede ser de utilidad para adelantar el diagnéstico
presuntivo y asi iniciar el tratamiento de manera oportuna en pacientes en la fase
aguda, pero se debe considerar modificar los puntos de corte basandose en lo
encontrado en este trabajo, que a pesar de no observar una buena sensibilidad,
podria mejorar la discriminacion de los casos. Adicionalmente, las muestras de la
primera y segunda fase deben ser confirmadas por la prueba de MAT, al igual, se
debe disefiar estrategias para superar la dificultad existente de los casos sospechosos
que se obtienen del SIVIGILA, ya que no se logran confirmar, porque no se envia la

muestra de la fase convaleciente para la prueba confirmatoria.

Es importante resaltar que este trabajo tuvo presente disminuir algunos sesgos

previstos:

Sesgo de revision del diagnéstico o de la prueba: los operadores que procesaron

fueron diferentes para las técnicas a realizar (ELISA IgM y MAT) y a su vez
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estaban cegados para el resultado de las otras técnicas; una de las limitantes fue que
los operadores tenian acceso a la informacion clinica y categoria del paciente pero

esto no interfirio en sus resultados.

Sesgo de verificacion diagnostica: En nuestro estudio el resultado de la prueba no
condiciona la realizacién del patrén de oro. Todos los pacientes fueron evaluados
prospectivamente de la misma manera y a todos se les realizaron todas las pruebas

en evaluacién asi como el patrén de oro.

Para este analisis se encontré una limitante y fue el pobre diligenciamiento de los
datos en todas las fuentes secundarias usadas, algunas variables no se pudieron

analizar debido a que tenian mas del 10% de pérdidas en los datos.
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9. Conclusiones y recomendaciones

El estudio mostrd que la leptospirosis se presentd mas en hombres, asociado a
la edad productiva, al igual, se observd mas captacién de casos en seis

departamentos Colombia.

Respecto a la sintomatologia, se observaron los sintomas y signos asociados a
la leptospirosis, pero solo se obtuvo un valor significativo para mialgias. En
los factores de riesgo establecidos no se evidencié ninguna asociacion

significativa.

En el caso de la prueba de ELISA IgM Virion/Serion® se evidencio que no es
la prueba ideal en la fase aguda, dado que la sensibilidad encontrada para los
diferentes puntos de corte no resulta favorable y limita su uso. Sin embargo,
en la fase convaleciente se observd un mejor rendimiento de la prueba
aumentando el punto de corte a 27. El hecho de que esta prueba no sea de
utilidad en la fase aguda, donde tiene la mayor pertinencia clinica, hace que

Su uso como prueba de rutina se revalorado.

La prueba de ELISA IgM Panbio®, aunque obtuvo un mejor rendimiento que

la prueba de Virion/Serion®, no presento valores de sensibilidad aceptables
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para ser utilizada como prueba de tamizaje. Sin embargo, para determinar
presuntivamente los casos de la leptospirosis se debe cambiar el punto de
corte a >1, obteniendo asi un buen equilibrio en la sensibilidad y
especificidad. En la fase convaleciente la prueba obtuvo valores satisfactorios
para su uso en el mismo punto de corte que la fase aguda. Teniendo en cuenta
estos resultados la prueba de Panbio® resulta la mas opcional para ser usada

como prueba de tamizaje en Colombia.

La prueba de Elisa Panbio® puede ser utilizada de manera rutinaria en las
laboratorios, por lo cual, se debe emitir una directriz a los laboratorios de la
red. Al igual, establecer que todos los casos positivos por esta prueba tienen

que ser confirmados por la prueba MAT.

Como recomendacién se deben ejercer medidas de sensibilizacion al personal
encargado del area de la vigilancia en el mejoramiento de la recoleccién la
segunda muestra para la confirmacion definitiva de los casos, y de la
informacion, con el fin de disminuir la pérdida de los datos, para asi poder

realizar mejores analisis a futuro.

En el presente estudio se observO que la ELISA Panbio® presenta
limitaciones para el uso, pues los valores de sensibilidad no son los optimos,

por lo cual se recomienda evaluar otros métodos que permitan el diagnéstico
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mas certero y preciso en la fase inicial, la cual presenta relevancia clinica.
Entre las técnicas mas rapidas se podrian implementar la reaccion en cadena

de la polimerasa, PCR en formato convencional o en tiempo real.
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+

Anexos

Fichas laboratorio de microbiologia
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Anexo 2.

Definicion de Variables por escala y unidad de medicién de la fuente de
informacion del Grupo de Microbiologia

Variable Definicion Escala Unldgc_J ,de
medicion
Fecha de toma de la Fecha en que se realiza la
. . < NA NA
primera muestra primera obtencién de la muestra
Fecha de toma de la Fecha en que se realiza la
L NA NA
segunda muestra segunda obtencion de la muestra
Fecha del envio de la Fecha en que se envia la muestra
. NA NA
muestra al laboratorio
Hospital Hos:pltal londeseatiendeal Nominal Hospitales
paciente
Municipio Municipio donde ocurre el caso  Nominal Municipio
Laboratorio de Salud Laboratorio de salud publica que .
. ) Nominal Departamentos
Publica remite la muestra
Nombre del paciente Nombre completo del paciente NA NA
. . 1=Masculino.
Sexo sexo al que pertenece el paciente  Nominal _ -
2=Femenino
Edad Anc_Js de vida que tiene el Razon Afi0S
paciente
Diagnéstico clinico Diagnstico que se le asigna al Nominal Diagnosticos
paciente referidos
Slgpos y sintomas del Slgpos y sintomas que refiere el Nominales  Sintomas
paciente paciente
S Algln dato que se considera . Datos
Datos epidemiolégicos Nominal I
relevante para la enfermedad epidemioldgicos
L . Estado del paciente al momento . 1=Muerte
Evolucién del paciente . Nominal TN
de remitir la muestra 2=Mejoria
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Anexo 3. Ficha del Sivigila. Evento 455.
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Anexo 4. Directorio de SIVIGILA, Leptospirosis

[ | Version: 03

srirure PROCESO MANUAL DEL USUARIO SOFTWARE SVIGILA
Nacionarpe  VIGILANCIA Y ANALISIS DEL RIESGO EN o
‘ SaLup SALUD PUBLICA —[2-

Pagina 200 de 385

Leptospirasis (Cod. 455)

NOMBRE LOGICO NOMBREDEL |LONG | TIFQ VALORES PERMITIDOS QBELIG VALIDACION
CAMPO

Semana SEMANA Texdo Semana epidemioldgica segun S
calendario vigente Rango.1-53.

Afio ANO 4Texio Afio correspendiente ala Semana | Sl
Epidemiclogica

Cadigo del prestador de servicios de salud| COD_PRE 10[Texto Cadigo asignado en &l SGS5S a S
los prestadores de servicios de
salud que se hayan registrado en
2l ‘Registro Especial de
Prestadores de Servicios de
Salud” Ejemplo: 52 001 00001

Cadigo de prestador de servicios de salud | COD_SUB 2(Texto Codigo asignado en el G585 a sl
- Sub indice los prestadores de servicics de
salud que indica sede 6 territono.

(<]

Cadigo Evento COD_EVE 4Texto Cadigo del Evento segin CIE X o
Codigo del Insfituto Nacional de
Salud.

Tipo Identificacion TIP_IDE 2Texio RC = Registro Civil TI = Taetade | Sl
identidad. CC = Cédula de
ciudadania CE = Cédula de
estranjeria. PA = Pasaporte MS =
Menor sin idenfificacion. AS =
Adulto sin identidad.

Mimero ldentificacion NUM_IDE 17|Texto Momero del documento sefialado. Sl

Hallazgos semiclogicos fiebre FIEBRE 1[Texto 1=5i2=No sl
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N _— ROCESO Version: 03
: NACIONAL DI ‘-’IGIL&HCMAN.&LISIS DEL RIESGO EN MANUAL DEL USUARIO SOFTWARE SIGLA M08
SaLup SALUD PUBLICA
L Pégina 201 de 385
Leptospirosis (Cod. 455)
NOMERE LOGICO NOMBREDEL |LONG| TIPO VALORES PERMITIDOS | OBLIG VALIDACION
CAMPO
Hallazges semiologicos Mialgias MIALGIAS 1[Texto 1=5i2=No 8
Hallazgos semiologicos cefalea CEFALEA 1|Textn 1=8i2=No 8
Hallazgos semiologicos artralgia ARTRALGIAS 1[Texto 1=58i2=No 8
Hallazgos semioldgicos vomito VOMITO 1[Texdo 1=5i2=No S
Hallazgos semiologicos nausea NAUSELS 1[Texto 1=512=No 5
Hallazgos semiologicos dolor refrocular | DRETROCULA 1[Texto 1=8i2=No S
Hallazgos semiologicos hiperemia HIPEREMIA 1[Texto 1=5i2=No 8
conjuntival
Hallazgos semiologicos Secrecion SECRECION 1[Texto 1=5i2=No S
conjuntival
Hallazgos semiologicos dolor en DPANTORRIL 1[Texto 1=5i2=No 8
pantartilas
Hallazgos semiologicos Diarrea DIARREA 1|Textn 1=8i2=No 8
Hallazges semiologicos dolor abdominal - | DABDOMINAL 1[Texto 1=8i2=No 8
Hallazgos semiologicos Hemoptisis HEMOPTISIS 1|Textn 1=8i2=No 8
Hallazgos semiologicos Melenas MELENAS 1[Texto 1=5i2=No 8
Hallazgos semioldgicos Epistaxis EPISTAXIS 1[Texdo 1=5i2=No S
Hallazgos semioldgicos Erupcidn BROTE 1[Texto 1=58i2=No 8
Hallazgos semiologicos hematuria HEMATURIA 1[Texto 1=8i2=No S
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Paginz 202 de 1035

NOMBRE LEGIZD NCMBRECEL LOMG | TIPO VALORES PERMITIDQE QBLIC VALIDACION
CAMFO

Hallargns sarinlagices Prieba de FTORNICUFT | Textn I=87=hn &
Torriguete oodiftva
Hellazyus semiclogicus esplenomiegalia -+ | ESPLEMOMES 1| Texlu 1-82-ho 3
Hallazgos semiclogicos 2ICNOS mehirgeos SM=NINGEOS 1) lxto 1-%2-MNo 5
Hellrgees seviologicnss cines MIRNEA 1| Teexla 1-87-hno b
Hallazgas semiclogices tos 05 1 1exto T=%2=Mo b
Hellazgus seivlogicus nsulvisncia IRESFIRATO 1| Tezxlo 1-82-hu 8
respiratori
|lzllazgos sericlegices hepaloregalia | ICPATOMCGA | Texto 1=56'2=HNo g
Hallazgos samiclagices ictaricia ICTERICIA 1| Taxio 1=52=MNo 5
|lgllazgas sericlegicos msufisisneia Il ICPATICH | Texta 1=62=Hha g
hepaica
Hellazgos sericlogicea msufisizneia renal | IREMAL 1| Texto 1=62=HNo §
Varima fiebre amaila WACLINA_Fa 1| Teetry 1= & 7 =MNn? = Dasecnncidn 5
Mumera de doaia F& DOAIE_Fa& ATexto Texdo MO
Warina Hrpaffis & Wal, HFP_A 1| Texin 1= &2 =Nn? =Dasconncido s
Mumcro do dosis HA L=l _HA 4 loxio lexdo M
WaArama hepalils B Wal, HFP_F 1| Teaxlty 187 Mo 2 = Daseornado Sl
Mimera de dosis HB DOsIE_HB ATaxto Texdo D
auung de Lepluspinosis (Cubzri) WAC_LEFTOS 1| Tzl 1-82 - ho 2 - Daseenovido il
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| - Verson: 0
l'\.‘; . VIGILARCIA YANALISIS L RESGOEN VAVUAL DL (SUARO SOFTWARE SHIGILA D
810D SALUD PUBLICA

Pégina 203 de 380
Leptospiresis (Cod. 455)
NONBRE LOGICO NOMEREDEL | LONG | TIFO VALORES FERMITIDOS OBLIG VALIDACION
CANPO
Momero de dosis de Leptospirosis DOSIS_LEPT ATertn |Teto NC
Hay parrosen su cass "ERROS I[Texto 1=8i2=Na S
Hay gatos en sucasa GATOS 1[Texto 1=8i2=No S
Hay kovines en su casa BOVINOS {[Testo 1=8i2=No S
Hay £quincs en su casa ZQUINCS 1[Texo 1=8i2=No 3
Hay porcinns &n i casa 2ORCINGS 1[Teudn 1=8i7=HNn 5
Minguno NINGJNO 1[Testo 1=8i2=No S
Hay cfros snimales ensu casa JTROS 1[Texo 1=8i2=No 8
Cuales ofres animales ClUAI_OTROS N Tedn Tatn N
Contactn con animales enfermns enlns | ANI_FNFFRM 1[Tesdn 1=5i7=Hn S
llfimes 6 meses
Ha visto ratas denfro o alrededorde su | RATAS fTedo  |1=8i2=ho S
domicilio
Ha visio rafas deniro ¢ alrededorde su | RATAs_ALKE 1| ledo 1=ni2=Mo b
lugar de trabajo
Fuentes de agua Acusduct ACUEDUCTO 1[Texn 1=8i2=No 8
Fuenizs de aguz Pozo Comunitaria 2020 1[Testn 1=8i2=Na 38
Fuenies de agua Rio RIOD 1[Testo 1=8i2=Nao 8
Fuanies de agus Tanque de TANCUE 1[Texto 1=8i2=N g

almacenanignto
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| Versin: 03
- PROCESO
NSTITUTO ) MANUAL DEL USUARIO SOFTWARE SIVIGILA
NACIONAL DI WGIJFEMYMHUSIS DEL RIESGO EN - 1) —(13
‘ Sarup SALUD PUBLICA oo
Pagina 204 de 335
Leptospiresis (Cod. 455
NOMBRE LORICO NOMBREDEL | LONG | TIFO VALORES PERMITIDOS 0BLG VALIDAGION
CANPO

. Presencia de alcantarilas destapadas | ALCAN_DES 1|Texto 1=8i2=HNo Sl
rered de sy domiciio v silu d2 lebap?
Jnundacionesen a zonaenlos Jtimos | INUNDACION 1|Texo 1=58i2=Ho 5
30 dfias?
. Gontacto con aguas estancadas enlos |G AGU ESTA 1|Texto 1=8i2=HNo Sl
ultimos 30 dias?
Antecedentes actividades deporivas REFRESA [|Texto 1=812=Ho 5

Represa
tntecedentes achidades deportivas Ric Rio 1|Texto 1=8i2=MNo Sl

bntecedentes acthidades deporfias ARROYO 1|Tevto 1=8i2=Mo =

ATTOyO
intecedantos acthidades deportivas LAGOLAGUMA {|Texto 1=8i2=No 8l

Lagol laguna

Anteredentes acfidades deporfvas Sin - | SINANTFCFD 1|Teutn 1=58i7=Hn 8

antececent2

Iispnsitan de residuns solidns 11_RE=_801 1|l exin 1= Herrleronn 7 = Dispnsicacn Sl

peri domiciliaria

lempo de almacenamienio de [abasurz | | _ALM_H&S ] 1=1-ddiasd=4-/desJ=mas| &

&N casa de 7 dlas

Perannas con sinfnmatnlngia similar er | P_SIN_SIMI 1| Tewtn 1=8i2=Na 8l

I3 st vivierds duranle los allimos 30

diaz?

Hallazgus de lburalonio. leuwosilsis LEUCQCITOS 1| Texlo 1-38i2-HNy MO
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Ly ROGESD Verson: 03
NSTITLTC p MZANUAL CEL USUARIO SOFTWARE SIVIGILA
Nictonarpp VIGILANCIA Y ANALISIS DEL RIESGO EN 40013
SaLun SALUID POBLICA s
PAgira 305 da 185
Leptospirosis (Cod. 45§)
NOMERE LOGICO NOMERELCEL |LONG | TIFD VALORES PERMITIDOS CBELIG VALIDACION
CAMPO
Hallzzgos de labcratono: leucopenia LEUCOPEHNIA 1 Texto 1=8i2=No NO
Hallzzgos de labcraforo: Meutrodlia KEUTROFLI 1|Texty 1=8i2=No NG
Hallz.2guss de laburalumo. Neulropeni KEUTROPERI 1|Texls 1-8i2-Nuy hE
Hallzzgos de laboratodo: Linfocitoss UNFOCITOS I|Texta 1=82=MNg NGO
Hallzzgos de laborafono: Trombociosis | TROMBOGITO 1 Texto 1=5i2=No MQ
Hallzzgos de lahoratono: Trombociopenia| T_CITOPEN 1|Texta 1=58i2=Na MO
Hallzzgos de labcratono: FEMCCOMCEN 1| Texto 1-5i2-No NG
hemoconcentraciin
Hallzzoos de lahorafonor Akeraciores de | ATRANSAMIN 1[Text 1=512=Ng Wiy
IrarizaninEsas
Hallzz0os de laboratorior Aliraciores de | ABI_IRRUEI ITexto  [I=S812=Nag NO
bilirrubinas
Hallzzgoa de labcratorio: Aleracioreaen | ABUN 1[Texto 1=8i2=Neo NG
elBUN
Hallz7ons de laherafnnor Aberacinres en | ACRFATININ 1|Texty 1=58i7=MNn h()
la wrealnig
Hallzzgos de laboratorio: CPK elvada | CPK_ELEVAD I|Texta 1=5812=MNg MO
Umgnosheos dierenciales: Uengue LENGUE 1|l ext 1=postivo £ =negatvo J=nose | MO
realizo
Diagnasticos dierenciales: Malaria MALARIA 1|Texts 1= pastive 2 =negativo J =ness | NO

realizo
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L . PROCESG Versiin: 03
Q o \IGLANGA Y ANALISI DELRIESGO EX MANUAL DEL USUARIO SOFTWARE SIVIGILA
». SALUD PUBLICA 2014 -02-03
Fagina 206 de 385
Leptospirasis (Cod. 455)
NOMERE LOGICO NCMBREDEL |LONG [ TIPO VALORES PERMITIDOS QBLIG VALIDACION
CAMPQ
Diagnosticos diferenciales: Hepatitis & H=PATITISA 1[Texto 1 = positivo 2 = negativo 3=nese | MO
resalizi
Diagnosticos diferenciales: Hepatitis B HZPATITISE 1[Texto 1 = positivo 2 = negativo 3=nese | MNO
realizi
Diagnosticos diferenciales: Hepatitis C HZPATITISC 1[Texto 1 = positivo 2 = negativo 3=nese | MNO
realizh
Diagnasticos diferenaiales: Fiebrs amanlla| FAMARILLA 1[Texto 1=posttivo 2 =negative 3=nese| NO
realiz
Tipo de Mueska TIRO_MTRA 1[Texto 1=Eangre 2= Buero 3=0rinad | MO
= Tejido 3 = ninguna
Desting de la muestra DzE7_NTRA 1[Texo 1=1INS 2=IGA 3 =Lakoratorid NO
dptal de salud publica 4 = Ofro
Otro cual CJAL_DEETI Texdo Texto NO
Pruzhas Diagnosficas: Culvo de CUL_ORI_SA 1[Tedo 1 = posttvo 2 = negative 3 = MO
Orina/Gangre pendiznte 4 = no se realizd
Pruchas Diagnosticas: Hstoquimica HSTOOiNI 1[Tedn 1 = positiva 2 = negative 3 = KO
pendiznte 4 = no sereslizd
Pruzhas Diagnosticas: PCR PCR 1[Textn 1 = positivo 2 = negative 3 = M
pendiznle 4 - nu se reslizo
Pruchas Diagnosficas: ELISA ELISA 1[Texo 1 - posttvo 2 — negative 3 - MO
pendiznle 4 - nu se reglizo
Pruchas Diagnosticas: MAT MAT 1[Texto 1 - posttvo 2 — negative 3 - MO

100




Verzion: 03

Ixsmireto PROCESO MANUAL DEL USUARID SOFTWARE SIVIGILA
o Vactowis pe VIGILANCIA Y ANALISIS DEL RIESGOEN 018 - 12 -3
. SaLvE SALUD PUBLICA il
il Pagna 207 de 380
Leptosplrosis (Cod. 435)
NOMERE LOGICO NOMEREDEL | LONG | TIPO VALORES PEEMITIDOS OBLIG VALIDACION
CAMPO
Muestras pareadas MFAREADAS [ Taxt 1=5812=Na e
lecha de toma primera mussta T_PRILMTR 10{"=cha ALSA-MM-DD (AfnoMes-Dia WD
zeparzdos por guionea! (Morma
I3C 801, NTC 1034)
["echa de toma sequnda muestra T S8CG NTR 10| =cha AAAA-MM-DD (Afc-Mes-Dis ND
separodos por guioncs, (Morma
ISC BRO1, NTC 1034)
|denificacion serovares Hardjo HARDJO 1| Texdto =8i2=MNa WD
Idenificacidn serovares Pomona RN {[Taxio 1=512=Na MO
Iderniluacion serovares Sanivola SANICCLA ES 1-3i2-No ND
ldenificacion serovarea CTEROHAEM 1[Texdo 1=8i2=HNa WD
Icterohaemarrhagiae
ldenificacion serovares Grippotyohose SRIPPOTYFI e =Hi2=Hha WD
Idenahcacion scrovares Srabsava BEATISLAVA 1]lzxio 1=8id- N2 M
Hres sl M_SF_GLIA ATk Teexlts M7
Titulos primera muzsfra TIT I MTRA 3[Texto Texto ND
| itulos scqurda mucsirs TH_S_MIRA 30 | 2xio lcxto 1
FI pracierile recibii iralamisnlo anlibiolico. | TTO_PRFVIO 1| Texh 1-8i7-Hha &l
prevo a la cansulta
Cual fretamiento antikidtco TTO_PR_CUA 30| Texto Texta |2
Version: 03
Instirero PROCESO MANUAL DEL USUARIO SOFTWARE SIVIGILA
Naciowar pe  VIGILANCIA Y ANALISIS DEL RIESGO EN 2014 0203
SaLup SALUD PUBLICA e
Pagina 208 de 385
Leptospirosis (Cod. 455)
NOMERE LOGICO NOMBREDEL |LONG | TIPO VALORES PERMITIDOS OBLIG VALIDACION
CAMPO
Tratamiento antibicico formulado TTO_ACTUAL 30(Texto Texto Sl
actualmente Mombre
Tratamiento anfibiotico formulado DOSIS_ANTI 10(Texto Texto S
actualmente Dosis
Tratamiento antibiotico formulado TIEMPO_TTO 10(Texto Texto sl
actualmente Tiempo en fratamiento (dias)
Identificacion serovares Otro EROW 1|Texio 1=812=N0 MO
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Anexo 5

Definicion de Variables por escala y unidad de medicion de la fuente de

informacion SIVIGILA

Variable Escala Unidad de medicién
Hallazgos semioldgicos (fiebre, mialgias, cefalea, artralgias, Nominal Si/No
vomito, nauseas, dolor retrocular hiperemia conjuntival,
secrecion conjuntival, dolor en pantorrilla, diarrea, dolor
abdominal, hemoptisis, melenas, epistaxis, erupcion,
hematuria, prueba de torniquete positiva, esplenomegalia,
signos meningeos, disnea, tos, insuficiencia respiratoria,
hepatomegalia, ictericia, insuficiencia hepatica,
insuficiencia renal.
Hay animales en casa (perro, gato, porcinos, equinos, Nominal SI/NO
bovinos, ninguno, otros)
Contacto con animales enfermos en los Gltimos 6 meses, Nominal SI/NO
Ha visto ratas dentro o alrededor de su domicilio, Nominal SI/NO
Ha visto ratas dentro o alrededor de su lugar de trabajo, Nominal SI/NO
Fuentes de agua, (Acueducto, pozo comunitario, rio, tanque | Nominal SI/NO
de almacenamiento)
Presencia de alcantarillas destapadas cerca del domicilio o Nominal SI/NO
sitio de trabajo,
Inundaciones en las zonas en los ultimos 30 dias, Nominal SI/NO
Contacto con aguas estancadas durante los dltimos 30 dias, Nominal SI/NO
Antecedentes de actividades deportivas,(represa, rio, arroyo, | Nominal SI/NO
lago/laguna, sin antecedente).
Disposicion de residuos sélidos, Nominal SI/NO
Tiempo de almacenamiento de la basura en casa, Nominal 1=1-3 dias 2= 4-7 dias
3=maés de 7 dias.
Conoce personas con sintomatologia similar en la misma Nominal SI/NO

vivienda durante los ultimos 30 dias.
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Anexo 6

Definicion de Variables por escala y unidad de medicién de los resultados

obtenidos.
Variable Escala Unidad de medicion

MAT Razon Titulo

MAT Nominal Positivo/Negativo
ELISA IgM Panbio® Nominal Positivo/Negativo
ELISA IgM Panbio® Numérica Index
ELISA IgM Virion-serion® Nominal Positivo/Negativo
ELISA IgM Virion-serion® Numérica Index
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Anexo 7.

Reactivos para la técnica MAT.

e Preparacion del medio EMJH

El medio de cultivo marca Difco y se compone de dos elementos:
- Un medio base referencia EMJH

- Un suplemento Liquido referencia

Preparacion del medio de cultivo liquido:

- Del medio base se pesan 2.3 gramos para 900 ml de agua destilada o ultra-pura.

- Una vez disuelto, se esterilizaal21°Cyalb libras de presion durante 15 minutos.
- Se coloca en prueba de esterilidad a 37 °C durante 24-48 horas.

- Se le agregan 100 ml del suplemento.

- Se homogeniza y se distribuye en tubos tapa rosca de 16 x 150 en cantidad de 9.0 ml por tubo.
Preparacion del medio de cultivo semisolido

- Pesar 1.5 de agar

- Del medio base se pesan 2.3 gramos para 900 ml de agua destilada o ultra-pura.

- Disolver por ebullicion-¢'

- Esterilizar a 121 °C y a 15 libras de presion durante 15 minutos.

- Se coloca en prueba de esterilidad a 37 °C durante 24-48 horas.

- Se te agregan 100 ml del suplemento.

- Se homogeniza y se distribuye en tubos tapa rosca de 16 x 150 en cantidad de 9.0 ml por tubo.
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e Solucion amortiguadora con fosfatos (SAF)

Na ClI 85 ¢
Na2 HPO4 1 g
KH2 PO4 0.15¢

Agregar 1 litro de agua destilada
Disolver calentando con agitacion constante
Retirar del calor cuando la solucion este transparente

Autoclavar a 120 C durante 15 min a 15 libras de presion.
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