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. RESUMEN

El dengue es una infeccion viral aguda y sistémica que se transmite de una
persona a otra por medio de un mosquito hematéfago del género Aedes, siendo
un grave problema de salud publica que afecta a la poblacién guatemalteca. Esta
enfermedad manifiesta sintomas similares con otras patologias, principalmente
con la leptospirosis humana, la cual es una zoonosis de amplia distribucién
mundial causada por Leptospira interrogans en donde el hombre se infecta de
manera accidental. En Guatemala no existen estudios epidemiolégicos que
permitan conocer el comportamiento, impacto y la magnitud de la leptospirosis
como diagnostico diferencial en la vigilancia epidemiolégica de dengue. Por lo cual
el presente estudio tuvo como objetivos determinar la presencia de anticuerpos
anti-leptospira en muestras serolégicas de pacientes con sintomatologia sugestiva
de dengue, de los hospitales Roosevelt y San Juan de Dios, referidos al
Laboratorio Nacional de Salud en el afio 2005 y que presentaron serologia
negativa al mismo, asi como demostrar la circulacion y frecuencia de los diferentes
serogrupos de Leptospira por medio de la prueba de aglutinacibn microscoépica
(MAT) y establecer los sintomas y signos més frecuentes en los casos de

pacientes con serologia positiva a Leptospira interrogans.

Se analizaron 48 muestras de suero, de las cuales 18 (38.5%) presentaron
anticuerpos anti-leptospira, los serogrupos identificados principalmente fueron:
pyrogenes (38.89%), canicola (22.22%), hebdomadis, icterohaemorrhagiae y
serjoe. Los datos obtenidos de las fichas demuestran que los pacientes
sospechosos a dengue refirieron que los principales sintomas y signos comunes a
ambas enfermedades fueron: fiebre, dolor de cuerpo, escalofrios y dolor de
cabeza. Al revisar la sintomatologia de los casos que presentaron anticuerpos
anti-leptospira, se confirmaron estas similitudes, lo cual evidencia que es
necesario realizar el diagnostico diferencial a las muestras sospechosas a dengue
gue presentan sintomas similares a la leptospirosis humana, por medio de
pruebas de laboratorio que confirmen esta infeccién y que a la vez permitan dar el

tratamiento adecuado a cada caso.



[I. INTRODUCCION

El dengue es una infeccion viral aguda y sistémica que se transmite de una
persona a otra por medio de un mosquito hematéfago del género Aedes, siendo
un grave problema de salud publica que afecta el territorio nacional(1). Los
sintomas de dengue son similares con otras patologias, principalmente con la
leptospirosis humana. En un estudio realizado en la peninsula de Yucatan,
México, se demostrd que la leptospirosis fue confundida clinicamente con dengue,
ya que se encontraron un total de 7(14%) casos de leptospirosis en un total de 50
casos analizados que presentaban serologia negativa a dengue, predominando
las serovariedades Canicola y Pomona (2). Es una zoonosis de distribucion
mundial, que tiene por reservorios a algunos roedores salvajes y domésticos,
ganado bovino, porcino, perros y algunos otros mamiferos (3). El cuadro clinico es
de comienzo brusco, anunciado por una fiebre de alto grado, cefaleas severas,
malestar general y dolores musculares, también abarca dolor ocular, fotofobia,
sufusién e incluso hemorragia conjuntival (4). A esto se agregan nauseas, vomitos,

tos o faringitis, hepatomegalia, exantema e ictericia (5, 6).

En Guatemala, el area de virologia del Laboratorio Nacional de Salud
cuenta con un programa de vigilancia virolégica y serologica de dengue,
anualmente se confirman los casos sospechosos de dengue clasico y hemorragico
gue son referidos por los establecimientos de salud de todo el pais. En el afio
2005, de los Hospitales Roosevelt y San Juan de Dios de la ciudad capital, fueron
referidas 182 muestras serolégicas de pacientes con cuadro clinico sospechoso
de dengue, se acompafiaron con su respectiva ficha epidemiolégica. De los 49
casos referidos del Hospital San Juan de Dios, se confirmaron 28 casos para
dengue (57%), mientras que de los 133 casos referidos por el Hospital Roosevelt,
se confirmaron 42 casos (32%). Lo que indica que se confirmaron un total de 70

casos (38 %) de los dos hospitales.



Debido a la similitud de los cuadros clinicos de leptospirosis y dengue en la
etapa aguda (Tabla 1), la leptospirosis no es diagnosticada adecuadamente y se
trata como dengue atipico, ocasionando que el paciente no evolucione

satisfactoriamente.

Tabla 1. Diagndstico diferencial de dengue.

Parametro \ enfermedad Leptospirosis Dengue HB Malaria  Fiebre
amarilla
Ictericia P/A A P P P
Fiebre I I PI I I
Dolor de cabeza P P P P P
Dolor muscular P I A P P
Vémito P P P P P
Vomito negro A A A A P
Vasculitis P A A A A
Petequias P P A A A
Dafio hepatico P P P P NE
Dafo rénal P A P N NE
Transaminasas LE LE E LE NE
Ck E NE N NE NE
LCR, pleocitosis, glucosa N, N/D NE NE NE NE
Hematocrito D D N D D
BUN / Creatinina E.E N,N NE NE NE

E: elevado P: Presente PI: Poco Intensa. LE: Ligeramente elevado A: Ausente N: Normal NE: No evidencia D:
Disminuido I: Intenso.

Tomado de: Trevejort, M, et al. Epidemic Leptospirosis associated with pulmonary hemorrhage. Nicaragua, Jour Infect dis.
1998; 178:157-163.

Considerando la posibilidad de que la leptospirosis humana sea un
problema importante en la salud de la poblacion guatemalteca, es necesario
conocer el porcentaje de seropositividad de leptospirosis que es diagnosticada
errbneamente como dengue, esto permitira promover nuevos estudios que
establezcan la incidencia de leptospirosis en otras poblaciones a nivel nacional. En
el presente estudio se analizaron las fichas epidemiolégicas y muestras
seroldgicas de pacientes del Hospital Roosevelt y San Juan de Dios, que fueron



referidas al Laboratorio Nacional de Salud (LNS) en el afio 2005 como
sospechosos de dengue. Se seleccionaron las muestras serologicas de pacientes
gue contaron con mas de 6 dias de sintomatologia y que dieron negativa la prueba
de MAC-ELISA para anticuerpos anti-dengue IgM, a las que les realiz6 la prueba
de aglutinacion microscépica (MAT) con el objetivo de determinar la presencia de
anticuerpos totales anti-leptospira. A través de este estudio se podra demostrar la
importancia de la leptospirosis como diagnostico diferencial de dengue en
Guatemala.



.  ANTECEDENTES

A. LEPTOSPIROSIS
Generalidades

La leptospirosis es una zoonosis de distribucibn mundial, que tiene por
reservorios algunos roedores salvajes y domésticos, ganado bovino, porcino,
perros y algunos otros mamiferos. La leptospirosis se conoce también con los
nombres de Enfermedad de Weil, en homenaje al hombre que describié por
primera vez la fiebre icterohemorragica en 1886. Constituye un grupo de
enfermedades bacterianas, que determinan una infeccion aguda generalizada,
caracterizada por vasculitis extensa. Es una enfermedad ocupacional o accidental
(3,4,5,7).

Las manifestaciones clinicas de la leptospirosis en humanos y animales son
variables y van desde un aparente resfriado hasta una enfermedad ictérica que
afecta el riiébn vy el higado. El cuadro clinico es de comienzo brusco, anunciada
por una fiebre de alto grado, cefaleas severas, malestar general y dolores
musculares, también abarca dolor ocular, fotofobia, sufusién e incluso hemorragia
conjuntival. A esto se agregan nauseas, vomitos, tos o faringitis, hepatomegalia,
exantema, ictericia. La muerte es ocasional por fallo renal, miocarditis o
hemorragia masiva con colapso cardiovascular y la hemorragia pulmonar es
frecuentemente fatal. La leptospirosis clasica es una enfermedad bifasica, que
consiste en una fase septicémica inicial y otra inmune secundaria. Después de un
intervalo asintomatico de 1-3 dias se desarrolla la fase inmune de la infeccién (3,
4,5,6,8,9).

Agente Etiologico

Las bacterias del género leptospira (orden spirochetales) son bacterias
filamentosas de 5 a 20 um de largo y muy delgadas, de 0.5 um de ancho;

presentan espirales apretadas y regulares y ambos extremos se curvan en forma



de gancho. Tienen movimientos de rotacion rapida sobre su eje longitudinal y
traslacion en direccion axial. Son Gram negativo y se tifien débilmente con el
colorante anilina. Se reconocen dos especies del género Leptospira, L.
interrogans, que incluye todos los patégenos humanos y la especie saprofita L.
biflexa. L. interrogans contiene muchos serotipos individuales que causan
enfermedad humana. Los serotipos o serovariedades relacionados de manera

antigénica se rednen en serogrupos con propaositos de clasificacion (6, 10).

Las serovariedades més frecuentes en infecciones humanas incluyen; L.
interrogans serovar canicola, que es la especie asociada en forma principal con
los perros. Se mantiene en ellos y se propaga fundamentalmente a través de la
orina, al hombre, ganado bovino y gatos; L. interrogans serovar
icterohaemorrhagiae esta asociado a las ratas. L. interrogans serovar pomona,
denominada asi por el sector de Australia donde fue reconocida por primera vez
como una enfermedad febril de los lecheros, cerdos y en leche cruda de ganado
vacuno. Entre otras serovariedades, también podemos mencionar: L. interrogans
serovar autoumnalis, L. interrogans serovar australis, L. interrogans serovar
bataviae. Diferentes tipos de leptospiras pueden ser transportados por un solo
género animal y un solo serotipo puede asociarse con mas de un hospedero. En
general, estos hospederos animales no estdn sintomaticos y no desarrollan

anticuerpos a pesar de una infeccion abrumadora (3, 5).

3. Distribucion

Se distribuye a nivel mundial. La infeccion es endémica y ocurre con mayor
frecuencia en regiones tropicales y subtropicales. Las personas mas expuestas al
riesgo son aquellas que trabajan en arrozales, plantaciones de cafia de azulcar,
mataderos, asi como granjeros, veterinarios y personas que participan en
actividades militares. También trabajadores de alcantarillados, mineros, bafistas,
deportistas y personas que acampan al aire libre en zonas afectadas. Se informé

leptospirosis en asociacion con la practica de navegacion con kayacks (2, 11, 6).



En Cuba, el clima, la orografia, la red fluvial natural y artificial, las extensas
areas agricolas y los regimenes lluviosos en determinadas épocas han favorecido
la propagacion de la leptospirosis en el hombre y los animales, lo cual se refleja en
la tendencia al aumento de la morbilidad por esta enfermedad en todo el territorio
nacional (12, 13).

En la peninsula de Yucatan (México), se present6é una epidemia de dengue
en el afo 1994, de los sueros obtenidos durante la fase aguda y de convalecencia
de la enfermedad, se estudiaron 100 sueros pertenecientes a 50 pacientes que
resultaron negativos a dengue, finalmente se determino que 7 pacientes (14 %)
resultaron positivos a Leptospira interrogans de los cuales 3 presentaron la

serovar canicola y cuatro la serovar pomona (2).

Los factores epidemiolégicos que se asociaron con la leptospirosis en
Hawali, incluyeron la presencia de agua estancada para uso doméstico, el contacto
con bovinos y su orina o la manipulacion de tejidos animales. Recientemente en
Italia se presenté una epidemia transmitida por agua, se sugiridé que el brote

estuvo asociado a un erizo atrapado en un reservorio de agua (6).

En septiembre y octubre del afio 1999 se registr0 una epidemia de
leptospirosis en Khumuang, subdistrito de Burinam, provincia al noroeste de
Tailandia, donde fueron infectados trabajadores que se dedicaban a la limpieza de
estanques. Se examinaron 104 trabajadores, de los cuales 43 (41.03%)
presentaron positividad para anticuerpos IgM para Leptospira y de ellos solo 17
(39.50%) presentaron enfermedad febril (15).

La Revista Panamericana de Salud en 1999, indico: “Nicaragua fue el Unico
pais afectado por la leptospirosis después del paso del huracan Mitch en 1998. Sin
embargo, la experiencia adquirida en la epidemia de 1995 le permitié implementar
precozmente la vigilancia activa de los casos, de los cuales hubo un total de 868
después de Mitch, equivalente a un promedio semanal de 79 casos “(7).



En Buenos Aires (Argentina) durante los afios 2000 — 2001, se reporto una
epidemia de 47 casos en el area suburbana, de la localidad de Quilmes, en la que
4 pacientes murieron con sospecha de leptospirosis febril, de ellos 3 pacientes
fueron confirmados, ademas se describieron 2 casos con hemorragia pulmonar
letal (8).

4. Vigilancia Epidemioldgica de Leptospirosis en Guatemala

En Guatemala el primer caso de leptospirosis humana detectado fue
efectuado por Torres en 1,980, el serogrupo fue confirmado por Suizel en el
Centro de Control de Enfermedades de Atlanta (CDC) correspondiendo al
serogrupo copehaghenii. Segun los informes de Vigilancia Epidemioldgica del
Departamento de Epidemiologia del Ministerio de Salud Publica y Asistencia
Social, en el departamento de Guatemala, durante el aflo de 1998 se reportaron:
siete casos de leptospirosis humana, uno proveniente de El Progreso, tres de
Santa Rosa y tres de lIzabal. En el afio 2,002 se detectaron cinco casos los
cuales fueron positivos para prueba de ELISA IgM, documentados en las areas de
salud de Guatemala, Escuintla, San Marcos e Izabal. Dichas areas en el afo

1,999 no reportaron ningun caso (10, 14).

A partir de los estragos que caus6 el huracan Mitch en Guatemala en 1998,
el Laboratorio Nacional de Salud ha estado realizando pruebas seroldgicas para la
deteccion de anticuerpos anti - Leptospira tipo IgM. En el mismo afio, cuatro
pacientes fueron positivos, tres de Izabal y uno de la ciudad capital. En 1999 se
analizaron ochenta y cuatro casos de los cuales diez fueron positivos, seis de
Izabal, dos de la ciudad capital, uno de Sacatepéquez y uno de San Marcos. Para
el afio 2000 se analizaron 88 casos de los cuales dos fueron positivos, uno de la
capital y uno de Zacapa. En el afio 2001 disminuy0 la cantidad de casos a sesenta
y ocho, no se reporté ni un caso positivo. En el afio 2002 aumentd a seis casos
positivos de setenta y nueve muestras analizadas. La vigilancia de leptospirosis

gue se llevé a cabo en el LNS durante el periodo 2003-2009, reporto un total de
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mil diecisiete casos sospechosos a leptospirosis, de los cuales sesenta y uno (6%)

fueron positivos y novecientos cincuenta y seis (94%) negativos (10).

5. Estudios Realizados en Guatemala

La experiencia en humanos en Guatemala, se inicia con la observacion de
organismos espirilados en un caso clinico compatible con la infeccion y 7
pacientes con sospecha, pero no confirmados, que fueron citados por Sosa en
1948 y Behar en 1,949 en su trabajo de tesis graduaciéon de la Escuela de
Ciencias Meédicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala. Torres y
colaboradores en 1980 presentaron el primer caso de Leptospirosis, para lo cual
se envidé un cultivo al Centro de Control de Enfermedades (CDC) en donde fue
confirmado por la técnica de referencia (MAT) reportando Leptospira interrogans

serovariedad copehaghenii (10,16).

En el afio 2003 Orantes realiz0 una comparacion entre los métodos de
campo oscuro y aglutinacion en latex contra la prueba ELISA IgM para el
diagndstico de Leptospirosis en pacientes que asistieron a la emergencia del
Hospital General San Juan de Dios. En esta investigacion encontré que la
sensibilidad y especificidad de los métodos de aglutinacién con latex y campo
oscuro eran muy bajas, por lo que ambos métodos no se recomiendan para el
diagnéstico de Leptospirosis humana. Ademéas durante el periodo de mayo a
octubre del afio 2002, se determind la frecuencia de Leptospirosis que existe en la
emergencia de adultos del Hospital antes mencionado, la cual fue del 73.33% en

90 pacientes que presentaron cuadro clinico sugestivo de Leptospirosis (14).

Estrada (2004), establecié el diagnéstico diferencial de leptospirosis
humana y dengue, por medio de pruebas inmunoldgicas, utilizando la prueba de
ELISA para la deteccion de anticuerpos tipo IgM en ambos casos. Con estas
pruebas realizadas se demostro que los habitantes de Escuintla son vulnerables a
presentar dengue y leptospirosis humana, por lo que recomendd efectuar el
diagndstico diferencial de estas patologias a pacientes con enfermedad febril, con
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el fin de asegurar el diagnéstico temprano de la enfermedad, su adecuado
tratamiento y seguimiento. Ademas resaltd la importancia de investigar las
serovariedades circulantes en las diferentes regiones de Escuintla, lo cual
permitira en estudios posteriores identificar los posibles reservorios de la bacteria
@an.

En el afio 2006, Sikahall estandarizO la Técnica de Aglutinacion
Microscopica (MAT) para el diagnoéstico de leptospirosis humana. En este estudio
se analizaron 120 muestras, de las cuales el 25% del total fueron positivas,
detectandose las serovariedes icterohaemorrhagiae (63.64%), canicola (24.24%),
pomona (6.06%), bataviae (3.03%) y pyrogenes (3.03%). El 10% del grupo control
negativo presentd una reaccion positiva a la prueba, demostrando asi que la
leptospirosis en Guatemala es una zoonosis mas frecuente de lo esperado. El
grupo de muestras de pacientes con diagndstico serolégico de dengue (ELISA
IgM) no presentd resultados positivos a ninguna de las serovariedades estudiadas,

indicando que dichos pacientes no presentaron infecciones mixtas (18).

En los meses de marzo a octubre del afio 2007, se establecid la
seroprevalencia de leptospirosis en la aldea ElI Milagro Masagua, Escuintla,
considerada una zona con riesgo de sufrir inundaciones en la época de lluvia. La
prevalencia se establecid a través de la presencia de anticuerpos anti-leptospira
utilizando las pruebas de MAT y ELISA 1gG, en 199 humanos mayores de 15
afios y de 91 animales domésticos. Se encontré el 51.8% de positividad para
humanos y 54.9% para las especies animales, especialmente alta en la poblacion

canina 58%, en suinos de 36% y en bovinos 13.2% (19).

Galindo (2008), demostré que el 12.86% de donadores de sangre que
asistieron al Hospital General San Juan de Dios, presenté anticuerpos anti-
leptospira, por medio de la prueba de MAT. Los serogrupos de L. interrogans
encontrados en esta poblacién fueron: icterohaemorrhagiae (27.27%) hebdomadis
(27.27%), sejroe (18.18%), canicola (13.64%) y bataviae (13.64%) (20).
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6. Reservorio

La leptospira se encuentra en animales salvajes como: cebues, zarigleyas,
mapaches, musarafias, tlacuaches y en animales domésticos como: cabras,
ovejas, cerdos, vacas, perros, gatos, y otros, en los cuales la enfermedad puede
ser sintomatica y asintomatica. Como los reservorios mas notables podemos
mencionar a: las ratas (L. interrogans serovar icterohaemorrhagiae), los cerdos (L.
interrogans serovar pomona), los bovinos (L. interrogans serovar hardjo), los
perros (L. interrogans serovar canicola) y los mapaches (L. interrogans serovar
autumnalis). En Australia los cerdos parecen ser reservorios de L. interrogans
serovar fainei). Se considera que las ratas y las vacas son el principal reservorio,
debido a que el pH alcalino de la orina de estos animales favorece la
sobrevivencia de la leptospira ya que 1 mL de orina de vaca puede contener hasta
100 millones de microorganismos. Como el hombre tiene una orina relativamente

acida para la leptospira, se considera un mal reservorio (16, 5, 17, 22, 21).

El vehiculo mas comin de transmision de este microorganismo al ser
humano es el agua dulce, contaminada con orina de animales infectados, siendo
una fuente importante de epidemias en nadadores y campesinos. Las aguas
estancadas con contaminacion alta son desfavorables para que sobreviva la
leptospira. Bajo condiciones favorables el microorganismo puede sobrevivir en el
agua hasta 183 dias. El suelo es también un vehiculo importante de transmision.
Algunos trabajos han demostrado que el microorganismo sobrevive hasta 15 dias
en suelos con orina (21).

7. Mecanismo de infeccién

La infeccion en humanos ocurre a través del contacto de la piel o
membranas mucosas con agua o suelo himedo, contaminado con orina de
animales infectados. Las grietas en la piel facilitan la infeccidbn pero no existen
estudios previos que hayan cuantificado la correlacién entre heridas de la piel y
leptospirosis (22, 23, 24).
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Las lluvias copiosas e inundaciones, caminar sin zapatos, lavar en rios y
ocupaciones tales como: trabajar en granjas, rastros alcantarillados, ejército y
minas, han sido implicadas en infecciones humanas. La transmisién de persona a
persona es rara. Los enfermos suelen eliminar leptospira por la orina durante un

mes, en algunos casos este periodo se prolonga hasta 11 meses (27,30, 9, 6).

8. Hallazgos patoldgicos y patogénicos

La patogenia de la leptospirosis en su mayor parte no se conoce. Esta
claro que hay una vasculitis en casos severos. Se sugirid que la capacidad de las
espiroquetas de avanzar a través de los tejidos por la corriente sanguinea les
permite penetrar en sitios privilegiados, como el humor acuoso del ojo y fluidos
cerebro-espinales. La hialuronidasa y la motilidad de la leptospira, junto con la
realizacion de tuneles, pueden ser mecanismos por los cuales la leptospira puede
llegar a sitios normales, protegidos. Las espiroquetas producen una hemolisina
que puede contribuir a la hiperbilirrubinemia, pero es probable que el dafo
hepatico sea mas importante. Las anormalidades en el higado varian de cordones
hepéticos distorsionados a focos mudltiples de necrosis. El dafio renal se
concentra en los tubulos contorneados, que experimentan una necrosis focal (4,
22).

Los infiltrados pulmonares son relativamente comunes, pero la enfermedad
en general es leve. Se ha descrito leptospirosis como un sindrome de distrés
respiratorio del adulto. En la enfermedad puede producirse una pleocitosis en el
liqguido cefalorraquideo en el 90% de los pacientes durante la segunda semana de
la enfermedad, pero sélo la mitad de ellos tienen sintomas de una meningitis
aséptica. La severidad varia de una infecciébn subclinica a una enfermedad
sistétmica mortal conocida como enfermedad de Weil. Las caracteristicas

distintivas de la enfermedad de Weil son la ictericia y la insuficiencia renal aguda

(4).
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El fallo renal es un resultado primario del dafio tubular y las leptospiras son
comunmente vistas en el limen tubular. La principal causa de lesion tubular
parece ser por hipoxemia o por una toxina efecto de la leptospirosis. Los cambios
inflamatorios en el rifidn pueden ser vistos en los posteriores estados de desarrollo
de la lesién renal; estos pueden relacionarse por complejos inmunes circulantes y
depdsitos de componentes del complemento y cuerpos con densidad electrénica

en el glomérulo, similares a los complejos inmunes de la glomerulonefritis (27, 34).

Durante la primera semana de infeccion la leptospira esta presente en el
liqguido cefalorraquideo (LCR), pero pueden estar ausentes los signos meningeos.
Después, cuando los anticuerpos séricos aparecen, la meningitis pueden
desarrollarse, pero pueden no encontrarse leptospiras en LCR. La leptospirosis
puede persistir por meses en el humor acuoso, causando ocasionalmente uveitis
cronica recurrente. Aunque las mialgias pueden ser excesivas, la histologia
efectuada tempranamente muestra cambios en el musculo que son a menudo
triviales. Los cambios tempranos también incluyen vacuolas citoplasmicas en las
miofibrillas. La infiltracion del musculo por leucocitos polimorfonucleares es un

hallazgo tardio en algunos casos (23, 22, 30).

9. Manifestaciones clinicas

La leptospirosis clasica es una enfermedad bifasica, que consiste en una
fase septicémica inicial con una duracion de 4-7 dias y otra inmune secundaria 10-
30 dias. En casos severos las dos fases se fusionan y puede no reconocerse un
intervalo sintomatico. Los estudios de trabajadores en una situacién de riesgo
laboral demostraron anticuerpos sin un episodio reconocido de leptospirosis en el
5% al 16% de los evaluados. En los pacientes en quienes se reconoce una
infeccidn por leptospiras, la enfermedad de Weil ocurre en el 5 al 10% (4).

La fase septicémica inicial (4-7 dias) de la enfermedad es de comienzo
brusco, anunciada por una fiebre de alto grado, cefaleas severas, malestar general

y dolores musculares. La presentacion caracteristica abarca dolor ocular, fotofobia
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y sufusion incluso hemorragia conjuntival. Los pacientes pueden presentar
erupciones maculares, maculopapulares, urticarianas o0 hemorragicas como

petequias (4).

Después de un intervalo asintomético de 1 a 3 dias, se desarrolla la fase
inmune de la infeccién (10-30 dias), la cual dura entre 4-30 dias. Tempranamente
en este estado la leptospirosis desaparece de la sangre y LCR, pero puede
encontrarse en el rifién, en la orina y el humor acuoso. Esta fase se caracteriza
por la presencia de anticuerpos circulantes y desarrollo de meningitis, uveitis, rash
y en casos severos con dafio renal y hepatico. En casos con leptospirosis ictérica,
pueden algunas veces ser aisladas de la sangre por 24-48 horas después de

aparecer la ictericia (4, 22).

a. Leptospirosis anictérica o benigna

Esta comun forma de leptospirosis, (ocurre en el 85 - 90% casos); es
caracterizada por abruptos episodios de fiebre, dolor de cabeza, severos dolores
abdominales, malestar, decaimiento, y en raros casos, colapso circulatorio (26).

La fiebre es remitente y alta, con escalofrios y dolor de cabeza persistente,
severas mialgias, dolor abdominal, con nausea y vomitos persistentes por 4-7
dias, la mortalidad es muy rara. En la segunda fase o estado inmune de la
leptospirosis anictérica (10-30 dias), la fiebre generalmente no esté presente o es
baja, con duracion de 1-3 dias, meningitis aséptica, infiltrados pulmonares y
colescistitis (comunmente en nifios). ElI dolor de cabeza es intenso,
frecuentemente palpitante, este es usualmente frontal o bitemporal y puede ser
asociado con dolor retrobulbar. Los hallazgos fisicos mas comunmente
encontrados en la segunda fase son problemas musculares, dafio a nivel de
conjuntiva, adenopatia, hepatoesplenomegalia y rash. Las manifestaciones
incluyen sufusiones de la conjuntiva, fotofobia, dolor ocular y hemorragia

conjuntival que son relativamente comunes y son sugestivos del diagndstico (31).

16



Los infiltrados pulmonares son relativamente comunes, pero generalmente
leves. Se ha descrito leptospirosis que se presenta como un sindrome de distrés
respiratorio del adulto. La implicacion respiratoria en la leptospirosis, puede ser
clasificada como: a.) leve a moderada (20% al 70% de pacientes), con infiltracion
pulmonar cominmente asociada con ictericia y minima alteracién de las funciones
renales; b.) severa, con ictericia, nefropatia, hemorragias (sindrome de Well
severo), y ocasionalmente muerte debido a falla renal, miocarditis o hemorragias
masivas con colapso cardiovascular; c.) hemorragia pulmonar la cual es
frecuentemente fatal sin ictericia, nefropatia u otras hemorragia. EIl conteo de
glébulos blancos es normal o levemente elevado, pero la mayoria de los casos
presentan neutrofilia. La velocidad de sedimentacion raramente esta elevada (32,
33, 34).

En las dos décadas pasadas un nimero creciente de casos de hemorragias
pulmonares por leptospira han sido reportados, especialmente del sudeste de Asia
(29).

En un estudio de leptospirosis en Brasil, la muerte estuvo asociada con
falla renal en un 76.2%, mientras el 3.5% estuvo relacionado con hemorragias
pulmonares. En la epidemia surgida en Nicaragua en 1995 esta forma fue
considerada la causa de muerte en los 40 casos reportados (37, 35).

En 1998, en el estado de Yucatan, México, varios casos de leptospirosis
anictérica fueron errbneamente diagnosticados como dengue, durante una

epidemia de esta virosis (2).

Las leptospiras pueden ser encontradas en el LCR durante el primer estado
de la enfermedad, estas desaparecen durante la segunda semana con la aparicion
de anticuerpos séricos. Puede producirse una pleocitosis en el LCR, en el 90% de
los pacientes durante la segunda semana de la enfermedad, pero solo la mitad de

ellos tienen sintomas de una meningitis aséptica. El LCR muestra una pleocitosis
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moderada de 50-200 células/ml y por rareza cifras mas altas. Al principio puede
haber predominio de segmentados, pero rapidamente pasa a ceélulas
mononucleares. Las proteinas por lo general son menores de 120 mg/dl. La

glucosa es normal, pero puede estar disminuida (3, 28, 33).

b. Leptospirosis ictérica (Sindrome de Weil)

La severidad de la leptospirosis clasica varia de una infeccién subclinica a
una enfermedad sistémica mortal, conocida como enfermedad de Weil, en
homenaje al hombre que describidé por primera vez la fiebre icterohemorragica en
1886. Esta forma severa fue originalmente descrita en infecciones que fueron por

serovares icterohemorragicos (3, 22, 30).

En la fase septicémica (3-7 dias) los sintomas son similares a la forma
anictérica. En la fase inmune (10-30 dias) se presenta ictericia "Reddish" o
ictericia "Rojiza" por presentar (ictericia+conjuntivitis+vasculitis cutanea), ademas
existe dafio renal, oliguria 0 anuria en casos muy raros, incremento en nitrégeno
de urea (BUN) y creatinina en suero, con niveles normales o disminuidos de
potasio en suero, los niveles de bilirrubina sérica (directa) es usualmente debajo
de 20 mg/100mL. Los niveles de fosfatasa alcalina son moderadamente elevados
la transaminasa glutdmica oxaloacética (TGO) sérica y la transaminasa glutdmica

piravica sérica (TGP) raramente exceden a 100-200 unidades (24, 27).

La combinacion de la elevacién de marcadores séricos de CK con leve
elevacion de las transaminasas en pacientes con ictericia puede ser de ayuda en
la diferenciacién de la leptospirosis de otras formas de hepatitis aguda. La
hepatomegalia ocurre en aproximadamente 25% de los casos. Una rara

complicacion es la colecistitis aguda la cual requiere cirugia (29, 32, 33).

Pueden presentarse manifestaciones hemorragicas como epistaxis,
petequias, rash, hemorragia pulmonar y gastrointestinal. Los pacientes con

ictericia severa, son los que mayormente se relacionan con presentaciones de
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fallo renal, hemorragias y colapsos cardiovasculares. El andlisis de orina es
anormal, con proteinuria y hematuria. La azotemia usualmente aparece durante la
segunda semana. Los niveles de nitrogeno de urea (BUN), raramente exceden los
100 mg/100mL y la Creatinina sérica los 8 mg/dL. Ademdas hay sangrado a nivel
de las glandulas suprarrenales y el SNC. Esta tendencia hemorragica se puede
explicar por la vasculitis generalizada, la trombocitopenia esta presente hasta en
50% de los casos y en menor grado por la hipotrombinemia. ElI compromiso de la
funcion renal debido principalmente a una necrosis tubular aguda y a otros
mecanismos ya discutidos, pueden llevar al paciente a azotemia severa,
recurriéndose en la mayoria de estos casos a dialisis peritoneal o hemodialisis. El
colapso cardiovascular por lo general es la causa de muerte en estos pacientes.
En el desarrollo de esta complicacién se han implicado factores tipo endotoxinas
(27, 22, 29, 30). Los primeros casos de leptospirosis ictérica en México en 1920,
fueron reportados por Noguchi y Klieger, encontrando 6 casos positivos en 56
pacientes con ictericia, aislando el serotipo pomona. En el afio 1977 un nimero de

casos severos (sindrome de Weil) fueron reportados con un desenlace fatal (2).

En un estudio realizado en el mes de marzo del 2001, en Buenos Aires
Argentina, se notificO casos de pacientes con ictericia severa, nefropatia y
hemorragias (Sindrome de Weil), que ocasionalmente produjeron la muerte por
insuficiencia renal, miocarditis, y hemorragias masivas con colapso cardiovascular;

y hemorragia pulmonar (8).

El compromiso pulmonar en leptospirosis humana frecuentemente se
manifiesta por sintomas respiratorios, pero la neumonia cominmente no es una
manifestacion clinica frecuente, ni fulminante. En otro estudio llevado a cabo en
Quilmes, Buenos Aires, Argentina, se reportd una epidemia de leptospirosis de
cuarenta y siete casos, cuatro pacientes murieron con sospecha de leptospirosis
ictérica, de los cuales 3 fueron confirmados, también se reportaron dos casos por

hemorragia pulmonar letal. En leptospirosis graves la miocarditis y/o pericarditis
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son causadas por la vasculitis o bien responden a los trastornos metabdlicos
propias (32, 36, 37).

10. Diagndstico de Laboratorio

a. Observacion directa de leptospiras: Se realiza a través del examen
microscépico en campo oscuro de sangre, suero, orina, liquido
cefalorraquideo y biopsias. Es el primer paso que realiza el microbidlogo
para el diagnéstico sugestivo de leptospirosis. Tiene la desventaja de
poseer una baja sensibilidad y especificidad (38,39, 40).

b. Cultivo: Las leptospiras son bacterias exigentes que para su crecimiento
requieren condiciones nutricionales adecuadas, ademas de ser incubadas
en condiciones de aerobiosis, pH y temperatura 6ptimos, para lo cual es
necesario que el microbiélogo posea pleno conocimiento de la dinAmica de

la enfermedad (39).

En la evolucion clinica se reconocen 2 fases: la primera conocida como la
fase leptospirémica o septicemica, ocurre durante el primer estadio de la
enfermedad (aproximadamente entre el 4to. y 7mo. dia), antes de la
aparicion de los sintomas y hasta el fin de la primera semana de la
enfermedad aguda. Después de un lapso de quietud de 1 a 3 dias, se inicia
la segunda fase “inmune”, que cursa con signos y sintomas diversos,
aunque también puede ser asintomética. Los hemocultivos (en medios
semisélidos) deben ser tomados durante el periodo febril agudo de la fase
septicémica (entre el primer y séptimo dia), antes del inicio de la terapia
antibiotica (39).

La leptospiruria se inicia en la segunda semana de enfermedad sintomatica
y puede durar varias semanas. La viabilidad de las leptospiras en orinas
humanas y de animales domeésticos es limitada, por lo que deben

procesarse inmediatamente. El aislamiento es importante no sélo para
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confirmar la presencia del agente sino también para la obtencion de

material que permita identificar el serovar al que pertenece la cepa
implicada (Figura 1) (41, 33, 42).

Escala de tiempo

Figura 1. Dinamica de la Leptospirosis.
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Tomado de: Céspedes MZ, Araujo MG. Manual de procedimientos bacteriol6gico y seroldgico para el diagnostico de la
Leptospirosis. Instituto nacional de salud: Ministerio de Salud. Doc. Tec. No. 34. Lima, Perd. 2002. 53p

Para el aislamiento de la Leptospira pueden utilizarse muestras de liquido

cefalorraquideo, orina, sangre completa, biopsia de higado, rifion, pulmén y

cerebro (43).
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Métodos Seroldgicos: La mayoria de casos son detectados por serologia,
siendo importante el uso de reactivos que detecten las serovariedades mas
comunes de la region. Los anticuerpos son detectables en sangre
aproximadamente una semana después de inicio de los sintomas. Existen
varias pruebas para la determinacién de anticuerpos contra leptospira, tales
como la técnica de aglutinacion microscopica (MAT), fijacion del
complemento(FC), hemaglutinacion(HA), inmunofluorescencia y ELISA
(39).

Se debe recordar que la deteccion de anticuerpos aglutinantes por
diferentes métodos serolégicos aplicados al diagnostico de esta
enfermedad, se ve afectada por una terapia agresiva, temprana e indicada
antes de la toma de la primera muestra. Aunque la respuesta individual de
cada persona, también es un importante factor influyente en la deteccion de
estas inmunoglobulinas, el diagndéstico clinico se hace muy dificil en
numerosas ocasiones y necesita la confirmacién microbiol6gica para

declarar un caso como positivo (45, 43).

1. Hemaglutinacion Pasiva: Esta técnica posee una sensibilidad del
92% y una especificidad del 95%, es una prueba rapida y de bajo
costo, que detecta anticuerpos de tipo IgM, siendo de gran ayuda en
el diagnostico de las infecciones recientes. Para la realizacién de
esta prueba se utiliza sueros pareados lo que significa que debe
tomarse una primera muestra de suero durante los primeros 7 dias
de la infeccién y debe haber una segunda muestra a los 10 — 15 dias
después (43, 44).

2. Técnica de Aglutinacién Microscoépica (MAT): Se conoce a nivel
internacional por sus siglas en Inglés -MAT- que significa
Microscopic Agglutination Test. Es el método de referencia para la

confirmacion serolégica de una infeccion reciente y pasada de
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leptospirosis, en esta prueba la muestra del paciente se enfrenta con
suspensiones de leptospiras vivas de los distintos serovares. Es
utilizada para determinar la presencia o ausencia de anticuerpos
anti—leptospiras aglutinantes presentes suero o plasma, identificar
cepas presentes en aislamientos y servir de base para evaluar
cualquier otro método seroldgico para el diagnéstico de esta
enfermedad. La prueba detecta anticuerpos totales (IgG e IgM) (39,
45, 47, 40, 46).

Para la realizacion de la prueba de MAT, se utilizan cultivos de los
serovares de leptospiras con 12 a 15 dias de desarrollo en medio
EMJH liquido o Fletcher, antes de emplearse hay que comprobar la
pureza de cada cepa y su morfologia, ademas, de la concentracion
de los microorganismos que se debe ajustar aproximadamente de 1
a 2 x 10° leptospiras/mL (39).

La bateria que se usa como antigeno debe estar representado por
los serovares mas prevalentes del area. Sin embargo, en aquellas
regiones en donde no se conoce los serovares circulantes, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda por lo menos
una cepa de referencia de los serovares mas representativos de las

especies mas frecuentes (Tabla 2) (45, 47,46).

La reaccion de aglutinacion que se lleva a cabo en la prueba de
MAT, se observa en el microscopio de campo oscuro y su
interpretacion se basa en que el punto final de la prueba es la
dilucion mas alta del suero donde el 50% de la aglutinacion ocurre.
Debido a la dificultad de detectar que el 50% de las leptospiras estan
aglutinadas, el punto final es determinado por la presencia de
aproximadamente el 50% de leptospiras libres no aglutinadas en
comparacion a la suspension control (39, 47).
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Tabla 2. Serovares de Referencia utilizados como antigenos para la prueba de
aglutinacion microscopica (MAT).

Especie Serogrupo Serovar Cepa
L. interrogans Australis Australis Ballico
L. noguchii Australis Nicaragua 1011
L. interrogans Autumnales Autumnalis Akiyami A
L. interrogans Bataviae Bataviae Swart
L. interrogans Canicola Canicola HondUtrechlV
L. weilii Celledoni Celledoni Celledoni
L. Kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522C
L. interrogans Djasiman Djasiman Djasiman
L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
L. interrogans Icterohaemorrhagiae  Icterohaemorrhagiae  RGA
L. interrogans Icterohaemorrhagiae =~ Copenhageni M20
L. interrogans Icterohaemorrhagiae =~ Copenhageni Wijnberg
L. borgpetersenii Javanica Javanica Veldrat Batavia
L. noguchii Louisiana Louisiana LSU 1945
L. weilii Manhao quingshui L105
L. noguchii Panama Panama Cz 214
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem
L. meyeri Ranarum ranarum ICF
L. weilii Sarmin Sarm111 Sarmin
L. borgpetersenii Serjoe sejroe M84
L. interrogans Serjoe Hardjo Hardjoprajitno
L. interrogans Serjoe wolffi 3705
L. biflexa Samaranga Patoc Patoc |
L. santarosai Shermani Shermani 1342 K

Tomado de: Human Leptospirosis Guidance for Diagnosis, Surveillance and Control. Washington DC: OPS, ILS, 2003.

Esta metodologia tiene la desventaja de que esta restringida a
laboratorios que sean capaces de mantener cepas para la
preparacion de los antigenos vivos, ademas de ser una técnica muy
compleja de controlar, ejecutar e interpretar, la manutencion de
cultivos vivos puede presentar un riesgo para los trabajadores del
laboratorio. Otra desventaja que presenta este método es el riesgo
los cultivos de

de contaminacion cruzada de los antigenos,

necesitando verificaciones periddicas de cada serovar (47, 46).

La interpretacion de la prueba del MAT es complicada por la alta
relacion de reacciones cruzadas que ocurren entre los diferentes
serogrupos, especialmente en muestras recolectadas durante la fase

aguda. Es importante sefialar que se requieren de sueros pareados

24



para confirmar el diagnéstico con certeza (39, 40). El Centro para el
Control de Enfermedades de Atlanta —CDC- al igual que la
Organizacion Mundial de la Salud —OMS-, definen como caso
probable de leptospirosis al hallazgo de un titulo mayor o igual a 100,

junto con la enfermedad clinicamente compatible (45, 38).

Prueba de aglutinacibn macroscopica: En esta técnica, el antigeno
gue se usa es una suspension densa de leptospiras, preparadas a
partir de un serovar patdégeno y que ha sido tratado por métodos
fisicos con la finalidad que exprese la mayor cantidad de sitios
antigénicos de la bacteria y pierda la especificidad del serogrupo.
Esta prueba ha sido elaborada como tamizaje para el diagnostico
serolégico de la leptospirosis en humanos y animales. La
especificidad de esta prueba es limitada en comparacion con la
prueba de MAT, ademas, todos los resultados positivos con esta

prueba deben ser confirmados con la misma (45, 40, 48).

Prueba de ELISA indirecto IgM: Es el método mas utilizado para
detectar leptospirosis en su fase aguda, también es utilizada como
prueba adicional o como una alternativa a la prueba de MAT. Utiliza
un solo antigeno o pool de antigenos, se pueden determinar
anticuerpos IgM frente a varios serovares antigénicamente
relacionados. Se ha desarrollado una gran variedad de estudios que
comparan las pruebas de ELISA y MAT, en los cuales se ha
demostrado una concordancia muy alta. Los sueros positivos deben

ser confirmados mediante la técnica de MAT (48, 49).

Prueba de ELISA indirecto IgG: Esta técnica es utilizada para
estudios epidemiol6gicos como una prueba adicional a la prueba de
MAT. Los anticuerpos del tipo IgG son los que se presentan
posteriormente a los anticuerpos de tipo IgM. Cuando los anticuerpos
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IgG estan presentes en el suero, se combinan con el antigeno de
Leptospira (antigeno total) fijado a la superficie de los micropocillos
de poliestireno. El principio es el mismo que del ELISA IgM. Al igual
que las otras pruebas antes mencionadas esta también debe
confirmarse con MAT (39, 40, 49).

Lepto dipstick: Recientemente se desarroll esta prueba en Cuba,
la cual es muy sencilla y rapida de realizar y permite la deteccién de
anticuerpos IgM especificos a Leptospira, sin necesidad de un
equipamiento especial. Consiste en una tira que contiene 2 bandas
horizontales: una banda constituida por un antigeno de Leptospira de
amplia reactividad (banda inferior) y una banda de control interno
(banda superior) constituida por un anticuerpo anti — IgM humano. El
ensayo se basa en la union de los anticuerpos IgM especificos con el
antigeno de Leptospira, union que es especificamente detectada por
un conjugado anti — IgM humana, y que se visualiza mediante una
tincion al revelar las bandas. La intensidad de la tincidn es importante
para la interpretacion de los resultados. La banda de control interno
permite comprobar la integridad de los reactivos de deteccion y la
presencia de suero. La deteccion de anticuerpos con esta prueba se
da entre los 5 — 10 dias del comienzo de la enfermedad. Estudios
realizados con la prueba han reportado valores de sensibilidad que
oscilan desde 60 hasta 93% y de especificidad desde 88 hasta 94%,
aunque depende de la etapa en que se encuentre el paciente. Al
compararla con la prueba de MAT coincidi6 en un 85.4% de los
resultados (52).

Identificaciéon del genoma por la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR): Actualmente en el Laboratorio Nacional de
Salud, a las muestras de los pacientes con menos de 6 dias de
sintomatologia se les realiza la prueba de PCR mediante la
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amplificacion de una secuencia de ADN de leptospira especifica. Las
muestras pueden ser: suero, orina, saliva y heces. Una de las
mayores desventajas es que es una técnica muy cara, pero de gran
utilidad para el diagnostico de leptospirosis, ya que permite
demostrar la presencia del agente en los primeros 8 dias de la
enfermedad. Con las pruebas que detectan anticuerpos, hay que
esperar a que estos aparezcan en un titulo significativo, lo que ocurre
hasta después de 8 a 10 dias de iniciados sintomas, mientras que el
cultivo de leptospiras puede llegar a tardar hasta dos meses para
presentar crecimiento. La prueba de PCR tiene una gran sensibilidad
ya que puede detectar la presencia de dos o tres copias de la
secuencia buscada, asi como también especificidad ya que reconoce
género, especie y variedad de un microorganismo en unas cuantas
horas (55, 39).

Inoculacién en animales de Laboratorio: Puesto que la inoculacion
directa en medios de cultivo no siempre permite aislar el agente, se
inocula en cobayos o hamsters para aumentar el numero de
leptospiras aisladas. Esta prueba se basa en el hecho de que las
leptospiras invaden rapidamente el torrente sanguineo cuando se
inoculan por via intraperitoneal, mientras que las otras bacterias
necesitan mas tiempo para efectuar el mismo proceso, siendo esta
técnica utilizada para estudios de investigacion de leptospirosis (39,
40).

La muestra clinica sospechosa (sedimento de orina, sangre) se
inocula por via intraperitoneal; después de 3 a 6 dias de la
inoculacién, el animal debe presentar manifestaciones clinicas de la
enfermedad que pueden consistir en disminucion de peso, pelo
erizado, fiebre, diarrea o dafio neurolégico. Posteriormente se

inyecta por via intraperitoneal 2 mL de solucion salina amortiguada y
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con la misma jeringa se toma una muestra del exudado. Se hace
una preparacion entre porta y cubreobjetos y se observa al
microscopio de campo oscuro. Si hay abundantes leptospiras se
sacrifica al animal y se obtienen fragmentos de higado, rifiones y
pulmones y se procede a sembrar para su posterior identificacion
(39).

9. Titulacién de anticuerpos: En casos donde no se puede aislar el
agente o para verificar el éxito del tratamiento, se realizan
titulaciones de anticuerpos anti-leptospira. Deben utilizarse
obligadamente pares de sueros obtenidos el primero durante el

cuadro agudo y el segundo en la convalecencia (39, 40, 52).

11. Tratamiento

El tratamiento antibiotico especifico utilizado es la penicilina u oxitetraciclina.
Existe una mayor dificultad del tratamiento con antibiético cuando los pacientes se
presentan muy tarde, con una enfermedad severa y cuando las leptospiras se
encuentran en los tejidos. El tratamiento de la leptospirosis difiere ya que depende

de la severidad y duracion de los sintomas en el tiempo en que se presentan (53).

Pacientes con sintomas leves requieren solamente tratamiento sintomatico,
pero deberia tenerse cuidado para solicitar posteriormente ayuda médica si ellos
desarrollan ictericia. Pacientes que se presentan con leptospirosis anictérica
requieren que se ingresen a un hospital bajo observacion. Si el dolor de cabeza
es particularmente severo, una puncién lumbar produce un mejoramiento
significativo. El manejo de una leptospirosis ictérica requiere la admision del
paciente a cuidados intensivos. Pacientes con azotemia prerenal pueden ser
rehidratados inicialmente mientras su funcién renal es observada, pero pacientes

con fallo renal agudo requieren dialisis con motivo de urgencia (53).
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La doxaciclina (100 mg dos veces al dia por 7 dias) ha mostrado reducir la
duracion y severidad del malestar en pacientes con leptospirosis anictérica severa

en un par de dias (53).

En febrero de 2,001 en Francia, un paciente fue diagnosticado con
leptospirosis, presentaba dolor de cabeza intenso, hepatomegalia, confusion y
conjuntivitis. EI examen neurologico determind signos de irritacion meningea,
incluida rigidez cervical y fotofobia. El paciente recibi6 como tratamiento
amoxicilina 12 g/dia por via intravenosa, por 10 dias, mostrando una gran mejoria.

La fiebre disminuyo el 4° dia y el paciente se recuperé al séptimo dia (5, 21).

En un estudio realizado en Buenos Aires, Argentina 2,001, se reportaron 47
casos de leptospirosis humana. Dos pacientes de sexo femenino, mostraron
enfermedad febril, neumonia severa, sin ictericia y trombocitopenia. Por las
caracteristicas sintomatoldgicas, para una de ellas el tratamiento fue de 4 g de
ceftriaxona mas un gramo de eritromicina diario, en el otro caso la dosis de
antibidticos fue de ciprofloxacina 800 mg/7dias. El tratamiento administrado a cada
una de ellas no mejord su cuadro, al realizarles un examen de endoscopia mostro
lesiones en el lumen bronquial y el aspirado abundantes secreciones
hemorragicas. Las dos pacientes fallecieron por colapso cardiovascular, después

de 10 -11 dias de iniciada la enfermedad (8).

12.  Inmunizacion

La inmunidad hacia la leptospirosis es mayormente humoral y esta
relacionada a un serovar especifico. De este modo, la inmunizacién ataca la causa
de la enfermedad por un serovar homélogo o serovares antigénicamente similares.
Las vacunas deberian contener serovares representativos presentes en la
poblacibn que va a ser inmunizada. Una de las medidas importantes de
prevencion de la leptospirosis humana, ademas de la utilizacion de medios de
proteccion para los trabajadores expuestos, es la inmunizacién, con una vacuna

gue contenga las serovariedades circulantes en la region; dicha vacuna, aunque
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no se ha aplicado ampliamente en el mundo, se ha utilizado con buenos

resultados en algunos paises como China, Israel, Polonia y Rusia (56, 57).

En Cuba desde 1,983 hasta 1,991, fecha en que se abandoné la
vacunacion, fueron inmunizados con una vacuna de procedencia rusa todos los
trabajadores expuestos al riesgo. Con el objetivo de continuar la inmunizacion de
los grupos en riesgo del pais, en el Instituto Carlos Finlay centro de investigacion,
produccién de vacunas y sueros, se desarrollé6 una vacuna coadyuvada con cepas
autéctonas de gran importancia epidemiologica por ser las de mayor circulacion
(55).

En los ensayos preclinicos se obtuvieron resultados favorables en las
pruebas de toxicidad e inmunogenicidad, lo que permitié iniciar los ensayos
clinicos en humanos. La morbilidad por leptospirosis humana en la provincia de
Holguin (Cuba), ha presentado una tendencia ascendente y a partir de 1992 hasta
1995 se ha observado un aumento marcado de la notificacion de casos. La
eficacia de la vacuna puede comprobarse epidemiolégicamente comparando el
riesgo relativo de adquirir la enfermedad de individuos vacunados y no vacunados.
El desarrollo de la vacuna cubana contra la leptospirosis humana respondi6é a una
necesidad epidemioldgica del pais, dada la elevada incidencia de la enfermedad
(59, 60).
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B. DENGUE

1. Generalidades

El dengue es una infeccion viral aguda y sistémica que se transmite de una
persona a otra por medio del piquete de la hembra del mosquito hematéfago del
género Aedes y de la especie aegypti principalmente. Aedes aegypti (Linneo) es
una de las principales especies de mosquito en el ecosistema urbano. Originario
del Africa, se encuentra distribuido y adaptado a las regiones tropicales y
subtropicales del mundo, es vector del virus del dengue. El virus pertenece a los
Arbovirus, del grupo de los Flavivirus. Fue aislado por Sabin en Hawai en 1,944 a
partir de sangre humana y se denomino dengue 1. Ese mismo afio, Sabin aisl6 el
tipo 2 en Nueva Guinea. Los tipos 3 y 4 fueron aislados durante la fiebre
hemorragica en Manila en 1956. En Guatemala, la presencia del virus del dengue
se conoce desde 1972. La enfermedad en su forma clasica presenta altas tasas
de morbilidad, mientras que la forma hemorragica causa mayor mortalidad. Las
infecciones virales por dengue causan un aspecto de enfermedades que varia
desde el proceso asintomatico a la fiebre indiferenciada o al dengue clasico y de
esta a la fiebre hemorragica. El periodo de incubacién es de 3-8 dias (3 como

minimo y 14 maximo) (2, 61, 62).

El cuadro clinico se caracteriza por comienzo brusco, fiebre alta (40° C),
mialgias y artralgias intensas, exantema y ataque al estado general. El periodo de
incubacion oscila entre 3 y 8 dias, con una variacion de 2.5 a 15 dias, seguida de
sintomas prodrémicos generales. El inicio clinico es brusco, persiste por 5 0 6 dias
y habitualmente culmina en crisis, por lo que se le ha conocido como “fiebre de los
5 dias”. La hipertermia se acompafa de cefalea intensa, dolor retrocular, dolor de
musculos y articulaciones con calorfrio moderado, la alteracion del sentido del
gusto es frecuente al inicio de la enfermedad. Puede haber astenia, mareos,
fotofobia, diaforesis, ardor de garganta, tos, epistaxis, hiperestenia, dolor inguinal,

testicular y ocasionalmente delirio (62).
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2. Agente Etioldgico

El virus del dengue pertenece a la familia Flaviviridae. Con métodos
seroldgicos se pueden distinguir cuatro serotipos, que se designan como denguel,
dengue 2, dengue 3 y dengue 4. La infeccion en el hombre por determinado
serotipo produce inmunidad para toda la vida contra la reinfeccion para ese
serotipo, pero soOlo proteccién temporal y parcial contra los otros. Todos los

serotipos han sido aislados de casos autéctonos de la Américas (12).

3. Distribucion del Vector
Aedes aegypti es una especie tropical y que se encuentra en todo el

mundo, por lo general limitada a las latitudes comprendidas entre 35° norte y 35°
sur, correspondientes a una isoterma de invierno de 10° C. La distribucion de
Aedes aegypti también esta limitada por la altitud. Aunque generalmente no se

encuentra por encima de los 1,000 metros SNM (13).

La aparicion del dengue y del dengue hemorragico en América Latina siguio
a la reinfestacion por Aedes aegypti en la mayoria de los paises de donde este

vector habia sido erradicado (15).

4, Epidemiologia

Si bien desde 1,981 en adelante, 25 paises de las Américas habian
notificado experiencias con el dengue hemorragico, hasta febrero del 1,998 la
mayoria de casos (52.5%) y las muertes (36%) se habian registrado solamente en

Venezuela (63).

En 1990 hubo un significante incremento en la ocurrencia de epidemias de
dengue en Brasil — 560 mil casos en 1998. Actualmente, las notificaciones
permanecen en mas de 200 mil casos, con la circulacién de serotipos 1y 2 en 18
estados y el aislamiento de un tercer serotipo —DEN3- en la ciudad de Rio de

Janeiro en enero de 2001. Las poblaciones mas afectadas fueron las de los nifios
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y adolescentes. En 1,999 se investigd una epidemia de la enfermedad que afecto
Nuevo Laredo, Tamaulipas, México y Laredo, Texas, Estados Unidos, asi como

ciudades contiguas que comparten la linea fronteriza (2, 5, 3, 6).

El primer caso reconocido de dengue hemorragico en la Guyana Francesa
ocurrié en 1992. En enero de 1997, Cuba notific6 un brote de dengue 2 en el
municipio de Santiago de Cuba. Colombia, en el afio de 1997 presentd una
epidemia de 330 casos que se extendié a 1998 con 284 casos. Las poblaciones
mas afectadas fueron las de los nifios y adolescentes. En 1999, se investigd una
epidemia de la enfermedad que afect6 Nuevo Laredo, Tamaulipas, México y
Laredo, Texas, Estados Unidos, asi como ciudades contiguas que comparten la
linea fronteriza (10, 7, 5, 6, 3, 4).

5. Reservorio

Aedes aegypti, una especie del subgénero stegomia, se origind
probablemente en Africa, donde existen formas selvaticas y domésticas, mientras
gue en las Américas sélo se encuentran las formas domésticas. Parece probable
gue fuera transportado por buques del Viejo al Nuevo Mundo en barriles de agua
durante las primeras exploraciones y colonizaciones europeas. Aedes aegypti se
conoce comunmente como el mosquito de la “fiebre amarilla” porque durante
siglos esta especie transmitié la fiebre amarilla urbana, un grave problema de
salud publica en Africa y las Américas (9).

En el Nuevo Mundo, Aedes aegypti es ante todo una especie “doméstica”
gue infesta los recipientes naturales o artificiales encontrados en las viviendas
humanas o en sus cercanias. La hembra se alimenta sobre todo de sangre
humana y de la de los animales domésticos. Este mosquito raras veces se
encuentra a mas de 100 metros de las casas, aunque se han notificado
excepciones en las Indias occidentales y en la parte meridional de los Estados
Unidos (14). Se pueden distinguir cuatro serotipos, que se designan como dengue
1, dengue 2, dengue 3y dengue 4 (9).
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Mecanismos de Transmision

La enfermedad se propaga por la picadura de la hembra de Aedes aegypti

infectada, que ha adquirido el virus al ingerir la sangre de una persona con

dengue. El zancudo infectado transmite la enfermedad al picar a otras personas,

gue también se enferman (64, 65).

a.

Macrofactores determinantes de la transmision del dengue: factores

de riesgo ambiental y social.

Ambientales

0]

0]
0]
0]

Latitud: 35° Na 35° S
Altitud menor a 2,200 mts.
Gama de temperatura ambiente: 15° C — 40° C

Humedad relativa : de moderada a alta

Sociales

0]

0]

Densidad de la poblacion : de moderada a alta

Patrones de asentamiento: Urbanizacibn no planificada vy
densidad de asentamiento elevada.

Vivienda: Tejidos de alambre inadecuados o inexistentes, y
desagiies obstruidos con desechos.

Aprovisionamiento de agua: agua almacenada en la casa por
mas de 7 dias, ausencia de abastecimiento de agua corriente
individual, disponibilidad intermitente y uso de toneles o tanques
destapados.

Recoleccion de desechos solidos: envases de almacenamiento
inadecuados, recoleccién inadecuada o inexistente, recipientes
pequefios en desuso de menos de 50 litros, neumaticos o pilas
de neumaticos desechados, y automoviles abandonados.

Estado socioeconémico

Periodos inactivos en la casa durante el dia

Creencias y conocimientos sobre el dengue (63,64).
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b. Microfactores determinantes de la transmision del dengue: factores

de riesgo de hospederos, agentes y vectores.

i. Factores individuales del hospedero
o Sexo
Edad
Grado de inmunidad
Condiciones de salud especificas

o O O O

Ocupacion

ii. Factores del agente de la enfermedad
o Nivel de viremia
Factores de los vectores
Abundancia y focos de proliferacion de mosquitos
Densidad de hembras adultas
Edad de las hembras
Frecuencia de la alimentacion
Preferencia de hospederos

Disponibilidad de hospederos

O O O o o O o o

Susceptibilidad innata a la infeccién

Luego de una ingestion de sangre infectante, el mosquito puede transmitir

el agente después de un periodo de 8-12 dias de incubacion extrinseca (66, 67).

El zancudo del dengue es el Aedes aegypti, es un pequefio insecto
blanquinegro, con rayas en el dorso y patas. Los zancudos infectados transmiten

la enfermedad a la persona que pican (12).
Como no hay manera de saber si un zancudo transporta o no el virus del

dengue, las personas deben de tratar de evitar toda clase de picaduras y sobre
todo evitar la proliferacion de zancudos, controlando sus criaderos (64, 65).
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Pican de preferencia en las primeras horas de la manana y al final de la
tarde. La hembra se alimenta sobre todo de sangre humana o de animales
domésticos. Debido a su estrecha asociacion con el hombre, Aedes aegypti es un
zancudo urbano. La ingestion de sangre proporciona una fuente de proteinas para
el desarrollo de los huevos. Las superficies de reposo preferidas por el zancudo
son las paredes, los muebles y objetos colgantes como ropa, toallas y cortinas.
Los huevos de Aedes aegypti, se adhieren a la superficie interna de los recipientes
en la parte humeda, apenas por encima del nivel del agua. El desarrollo
embrionario normal se completa en 48 horas, una vez completo, los huevos
pueden resistir largos periodos de sequedad, a veces durante mas de un afio.
Cuando se vuelven a mojar los huevos la mayoria eclosionan. Los recipientes
preferidos por las hembras para poner sus huevos son toneles, tanques, pilas,
tinajas, botes, floreros y llantas. Las larvas pasan por cuatro estadios cuya
duracion depende de la temperatura, la disponibilidad de alimento y densidad
larvaria del recipiente, variando entre 6 y 12 dias, dependiendo de las condiciones
ambientales (62, 64, 65).

7. Hallazgos Patoldgicos y Patogénicos

La fiebre por dengue y sus principales manifestaciones clinicas, como fiebre,
dolores osteo-mio-articulares, voémitos y exantema, responde a mecanismos
fisiopatolégicos comunes a otras enfermedades agudas causadas por virus. La
forma clinica fiebre hemorragica dengue/sindrome de choque por dengue
(FHD/SCD) tiene como caracteristica diferencial la extravasacion de liquidos a
través de los endotelios, expresada en derrames en cavidades serosas, edema,
hemoconcentracion 'y choque. También estan presentes sangrados,
trombocitopenia y otras alteraciones de la sangre, asi como la afectacion visceral
(higado, corazon, encéfalo) y de los linfocitos y Organos linfoides. Estas
alteraciones se deben no a un mecanismo Unico sino diverso, no totalmente
aclarado, cuyos componentes coinciden en el tiempo y se expresan como un todo
en cada paciente, pero con particularidades en cuanto a su intensidad y
localizacion (68).
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En general, estos mecanismos fisiopatoldgicos pueden resumirse en:

Accion directa del virus sobre las células: La unién de virus a células
depende de diferentes receptores a la superficie celular. Cuando se trata de
un dengue secundario, la infeccion de algunas células se facilita por
adherencia inmune mediada por anticuerpos antidengue en células con
receptores FC para las inmunoglobulinas; ya dentro del monocito, se
produce una elevada replicacion viral y después la subsecuente liberacion
de gran cantidad de virus, lo que determina la viremia aumentada que
infecta muchas células en higado, médula 6sea, bazo y demas 6rganos y
tejidos (66, 69).

Accion de anticuerpos especificos directamente o mediante la
activacion del sistema del complemento: En la fiebre amarilla, los
anticuerpos contra proteinas NS1 hace que las células hepéaticas infectadas
qgueden sensibilizadas para la accion citolitica mediada por el complemento.
Probablemente esto también ocurra en el dengue. En el suero de pacientes
con fiebre hemorragica de dengue y sindrome crénico de dengue, tomados
durante la fase aguda de la enfermedad, se han encontrado niveles
aumentados de IgG-1 fijjadora de complemento, en comparacién con los
existentes en pacientes con fiebre por dengue 3. Algunos componentes del
complemento, como C3a y Cba son potentes anafilatoxinas que pueden

causar o contribuir al choque (69).

Accion de Linfocitos T citotoxicos: La respuesta inmunoldgica estudiada
en voluntarios humanos infectados por virus dengue permitié constatar la
elevacion de interferon gamma (INF-gamma), del receptor soluble de
Interleuquina 2, CD4 soluble e interleuquina 2 durante el periodo de viremia.
Posteriormente se aprecié la elevacion de linfocitos CD8. Todo lo cual

ratifica que las células T son activadas in vivo por la infeccién del dengue.
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Los linfocitos T citotoxicos pueden provocar la lisis de células diana

mediante un periodo de apoptosis (70).

Accion de citoquinas y otros mediadores: Las funciones de los linfocitos
T citotoxicos son moduladas por la (IL-2 e IL-7) y por el IFN-gamma.
También la interleucina 8 participa en estos mecanismos, asi como la
interleucina 1 y un inhibidor de la misma que pueden causar
inmunosupresion y participar en el proceso de la infeccién por virus dengue
(71).

Todos estos mecanismos de accion van a hacer influidos por algunos
factores del virus, como son el tipo de cepa infectante, las diferencias en su
estructura genomica y la dosis infectante o multiplicidad de la infeccion; asi
como por factores del hospedero, como son las particularidades de
restriccion del antigeno leucocitario humano (HLA) o antigeno mayor de
histocompatibilidad propias de cada ser humano, las diferencias
individuales (polimorfismo) para un numero de receptores Fc gamma, la
respuesta anamnéstica a la infeccion por otro serotipo del virus dengue, asi
como la edad y la estructura genética del hospedero que influye en la

produccion de citoquinas (70).

Extravasacion capilar, choque y edema pulmonar: En los enfermos con
dengue hemorragico se ha demostrado el aumento de la permeabilidad
intravascular, utilizando métodos no invasivos (Pletismografia). Los virus
del dengue son capaces de infectar y replicarse en cultivos de células
endoteliales, siendo la infeccidn viral dependiente de la multiplicidad de la

infeccion (71).
Los monocitos y macréfagos tisulares producen moléculas bioactivas

capaces de influir en el funcionamiento de muchos tejidos entre estas

moléculas estan el factor de necrosis tumoral ( TNF alfa o caquectina) y la
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IL-1, cada una de las cuales va a actuar a nivel de receptores especificos
en higado, rifones, pulmones y otros 6rganos induciendo respuesta a nivel
celular caracterizadas por una despolarizacién de los potenciales de la
membrana de las mismas, que se traducen entre otros efectos, en un
escape de liquidos, hemoconcentracion, choque, acidosis y dafio

multivisceral (71).

Hemorragias, trombocitopenias y otras alteraciones en la sangre: Las
hemorragias en el dengue son un fendmeno multicasual: diapedesis,
trombocitopenia, alteracion de los mecanismos de la coagulacién y otros.
Hoy se acepta que los mecanismos que determinan trombocitopenia en el
curso de infecciones virales también pueden ser multifactoriales entre ellos:
a) La penetraciéon del virus en las plaquetas o sus precursores los
megacariocitos, los cuales ofrecen un medio adecuado para la replicacion
viral; este mecanismo fue propuesto para el dengue en la década de 1,960;
b) los virus pueden fijarse o adsorberse a las plaguetas provocando su
agregacion o degranulacién, lo cual puede conducir a trombosis
intravascular con deplecién de las plaquetas y factores de coagulacion; y c)

mecanismos de tipo inmunoldégico (72).

Dafio hepatico: El higado es uno de los érganos mas frecuentemente
afectados durante la FHD y donde se aprecia alteraciones mas importantes.
No obstante, alin no se conoce con exactitud el mecanismo patogénico del
dafio hepatico y mas aun se desconoce la participacion del higado en la
cascada patogénica de la FHD/SCD (69).

Afectacion del sistema nervioso central: Se ha hablado indistintamente
de encefalitis o encefalopatia por dengue para referirse a paciente con
sintomas y signos neurolégicos muy variados en el curso de esta
enfermedad. Algunos de estos casos cumplen los criterios para la FHD,
otros no. La afectacion de la conciencia ha variado desde la somnolencia y

confusion hasta el coma. Se ha referido convulsiones, espasticidad,
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pardlisis, signos extrapiramidales. A veces el paciente ha sido hospitalizado
con el diagnéstico inicial de meningitis aséptica y diagnosticado después

como dengue (71).

Dafo 6rganos linfoides: La activacion de endonucleasas que resultan en
formacion de fragmentos de ADN de aproximadamente 180bp constituyen
los cambios a nivel molecular que evidencian que la apoptosis, a diferencia
de la necrosis, es un modo activo de muerte celular, que requiere de
sintesis de ARN y proteinas. La apoptosis puede presentarse en distintos
tipos de condiciones. Una de ellas es cuando ocurre muerte celular a partir

de estimulos patolégicos de naturaleza quimica, fisica o bioldgica (71).

Dafno al miocéardico: La lesién cardiaca se hace evidente por la frecuencia
con que encuentran alteraciones electrocardiograficas en los pacientes
graves. Existen informaciones sobre enfermedad cardiaca producida por
arbovirus (miocarditis y miocardiopatia) incluidos pacientes que tuvieron
dengue. Actualmente, se reconoce un componente inmunolégico en casi
todas las miocarditis producidas por virus, lo cual podria ser el caso de las
encontradas en el dengue. Tempranamente durante la fase aguda, los
antigenos virales se expresan en la superficie de la célula miocardica y se
convierten en dianas de monocitos y macréfagos, los cuales se adhieren y
liberan mediadores, asi como de linfocitos T citotoxicos que producen dafio
miocardico. También se produce activacion del complemento a partir de los

complejos virus-anticuerpos, que contribuyen a la destruccion celular (70).

Manifestaciones clinicas.
El cuadro clinico se caracteriza por comienzo brusco, fiebre alta (40° C),

mialgias y artralgias intensas, exantema y ataque al estado general. El periodo de

incubacion oscila entre 3 y 8 dias, con una variacion de 2.5 a 15 dias, seguida de

sintomas prodromicos generales. El inicio clinico es brusco que persiste por 5 6 6

dias y habitualmente culmina en crisis, por lo que se le ha conocido como “fiebre
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de los cinco dias”. La hipertermia se acompafa de cefalea intensa, dolor
retrocular, dolor de musculos y articulaciones con escalofrio moderado, la
alteracion del sentido del gusto es frecuente al inicio de la enfermedad. Puede
haber astenia, mareos, fotofobia, diaforesis, ardor de garganta, tos, epistaxis,

hiperestenia, dolor inguinal, testicular y ocasionalmente delirio (62).

a. Dengue clasico: Las caracteristicas clinicas de la fiebre del dengue
dependen a menudo de la edad del paciente. Los lactantes y preescolares
pueden sufrir una enfermedad febril indiferenciada con erupcion
maculopapular. Los nifilos mayores y los adultos pueden tener una
enfermedad febril leve o bien la clasica enfermedad incapacitante de inicio
abrupto, fiebre alta, cefalea intensa, dolor retroorbital dolores musculares y
articulares y erupciéon cutanea. Las hemorragias de la piel (con prueba del
torniquete positiva, petequias o ambas) no son raras. Es frecuente la
leucopenia y en ocasiones se observa trombocitopenia. La tasa de

mortalidad es sumamente baja (14).

Muchas epidemias de fiebre del dengue se asocian a complicaciones
hemorragicas tales como epistaxis, hemorragia gingival, hemorragia
gastrointestinal, hematuria e hipermenorrea. Es importante diferenciar los
casos de dengue con hemorragia inusual de los casos de dengue

hemorragico (62, 65).

b. Dengue hemorragico: Los casos tipicos de dengue hemorragico
observados en Asia se caracterizan por cuatro manifestaciones clinicas
fundamentales: fiebre alta, fendbmenos hemorragicos, hepatomegalia y a
menudo, insuficiencia circulatoria. La trombicitopenia de moderada a
intensa con hemoconcentracion simultanea es un hallazgo de laboratorio
caracteristico. El cambio fisiopatolégico principal que determina la gravedad

de la enfermedad en el DH y lo distingue del dengue clasico es la
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extravasacion de plasma, puesta de manifiesto por un incremento del

hematocrito y una hemoconcentracion ascendente (62, 65, 66).

La trombocitopenia y la hemoconcentracion son hallazgos constantes en el
DH. Por lo general, de 3 a 8 dias después del inicio de la enfermedad el
recuento de plaguetas es inferior a 100,000/mm3. La hemoconcentracion,
gue indica extravasacion de plasma, se encuentra siempre, incluso en
casos sin choque; sin embargo, es invariablemente mas grave en casos de
choque. El hallazgo de hemoconcentracion con elevacion del hematocrito
en un 20% o mas se considera prueba del aumento de la permeabilidad
capilar y de la extravasacion de plasma. Conviene observar que el valor del
hematocrito puede verse modificado por la reposicion precoz de liquidos, o
por las hemorragias. En la mayoria de los casos, los estudios de
coagulacion vy los factores fibrinoliticos muestran descenso del fibrindgeno,

protrombina, factor VII, factor Xl y antitrombina Il (68).

Otros resultados comunes son hipoproteinemia, hiponatremia y niveles
ligeramente elevados de aspartato aminotrasferasa sérica. En los pacientes
con choque prolongado es frecuente la acidosis metabdlica, mientras que
en la fase terminal de estos casos suele encontrarse un aumento del
nitrdgeno ureico en sangre. Las radiografias de tGrax muestran derrames
pleurales, por lo general del lado derecho, como hallazgos frecuentes (62,
65).

Clasificacion de la gravedad del dengue hemorragico (DH). La gravedad del
DH se clasifica en cuatro grados :

Grado I: Fiebre acompafiada de sintomas generales no especificos,

la Unica manifestacion hemorragica es una prueba de torniquete

positivo.
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Grado Il: Hemorragia espontanea, ademas de las manifestaciones
de los pacientes de grado I, generalmente en forma cutanea, de

otras localizacién, o ambas.

Grado lll:  Insuficiencia circulatoria, que se manifiesta por pulso
rapido y débil, tension diferencial disminuida (20mm Hg o menos) o

hipotensién, con piel fria y himeda y agitacion.

Grado IV: Choque profundo con presion arterial y pulso

imperceptibles.

La trombocitopenia con hemoconcentracion simultanea diferencia el dengue

simple de los grados | y Il del dengue hemorragico (62).

Dengue hemorragico sin choque: La enfermedad suele comenzar con un
aumento subito de temperatura, que viene acompafiada por rubor facial y
otros sintomas constitucionales no especificos, que se asemejan al dengue,
como anorexia, vomitos, cefalea y dolores musculares o de las
articulaciones. El malestar epigastrico, la sensibilidad en el reborde costal
derechos y el dolor abdominal generalizado son comunes. La temperatura
es tipicamente alta durante 2 a 7 dias y luego baja al nivel normal o
subnormal; ocasionalmente puede subir hasta 40° C — 41° C y pueden

presentarse convulsiones febriles (62, 64).

La manifestacion hemorragica mas comdn es una prueba del torniquete
positiva; en la mayoria de los casos se encuentran moretones y
hemorragias en los sitios de venipuntura. Durante la fase febril inicial
pueden observarse petequias finas diseminadas en las extremidades, las
axilas, la cara y el paladar blando. La epistaxis y la hemorragia gingival son
menos comunes. En ocasiones se produce una hemorragia gastrointestinal
leve (62, 64).
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d. Sindrome de choque del dengue: En casos graves, el estado del paciente
se deteriora en forma subita luego de una fiebre de pocos dias de duracion.
En el momento en que se baja la temperatura o poco mas tarde, entre 3y 7
dias después del inicio, aparecen los signos de insuficiencia circulatoria; la
piel se torna fria y congestionada a menudo se observa cianosis y el pulso
se debilita y acelera. El dolor abdominal agudo es una molestia frecuente
poco antes de sobrevenir el choque. EIl choque se caracteriza por un pulso
acelerado y débil con reduccion de la presion del pulso 6 hipotensién con
piel fria y himeda y agitacion. Los pacientes en choque estan en peligro de
muerte si no se les administra en seguida el tratamiento apropiado. Pueden
pasar a una etapa de choque profundo, haciéndose imperceptibles la
presion arterial y el pulso. La duracién del choque es corta; es paciente
puede morir en 12-24 horas o recuperarse con rapidez después de recibir el
tratamiento de reposiciéon de liquidos apropiado (62, 65-68).

En enero de 1997, Cuba notificé un brote de dengue 2 en el municipio de
Santiago de Cuba. Doscientos cinco pacientes se clasificaron como fiebre
hemorragica del dengue y sindrome de choque del dengue FHD/SCD, de
los cuales fallecieron doce (todos adultos). La tasa de letalidad fue de 5.8
por cada 100 casos de FHD/SCD y de 0.4 por cada 100 casos FD (7, 74).

9. Diagnostico de laboratorio

El diagnostico del dengue se puede realizar por medio de aislamiento viral y
por pruebas serologicas. Las muestras para aislamiento viral deben ser colectadas
en los tres primeros dias del inicio de la enfermedad. Deben recolectarse
asépticamente 10 ml de sangre total, la cual sera transferida a tubos estériles
libres de aditivos o preservantes. Los tubos conteniendo la sangre se colocan en
hielo o en el refrigerador (4° C) lo mas pronto posible. Para asegurar éptimas
condiciones para el aislamiento viral la separacion del suero se realiza el mismo
dia de la toma de la muestra y en forma aséptica. Los tubos con el suero se
congelan y almacenan a temperaturas entre -20 y -70° C. El suero debe enviarse

lo antes posible al laboratorio transportandolo siempre congelado (75).



Usualmente se toman dos muestras de suero para el diagndstico
seroldgico: una en la fase aguda y otra en la fase convaleciente. El suero de fase
aguda se extrae durante los primeros cinco dias de la enfermedad y el de fase
convaleciente dos a tres semanas mas tarde. Para lograr el maximo rendimiento
del suero, la sangre recolectada se deja a temperatura ambiente por una horay a
4° (en refrigeracion) el suero se transfiere a un tubo previamente rotulado y se
congela a -20°C. El envio al laboratorio debe realizarse preferiblemente en
congelacion (-20° C) o a 4°C (75).

a. Aislamiento del virus del Dengue: Uno de los sistemas biolégicos mas
empleados en el aislamiento del virus del dengue, a pesar de su baja
sensibilidad, ha sido el raton lactante inoculado por via intracerebral.
También se han utilizado diferentes sistemas celulares de mamiferos
incluyendo: células BSC1, VERO, BHK-21, LLCMK2. En los ultimos afios se
han desarrollado una serie de lineas de mosquitos que han resultado ser
mucho mas sensibles a la infeccién por el virus en comparacién con los
sistemas anteriores. Dentro de las mas utilizadas se encuentran las células
AP-61, C636, TRA-284. La elevada sensibilidad de estos sistemas ha
permitido alcanzar un alto indice de aislamiento. Actualmente se emplea
con éxito la inoculacion intratoracica de mosquitos sistema que ha

demostrado ser el méas sensible (75, 76).

i Cultivo de Mosquito: Las células mas sensibles para el aislamiento
del virus son: C636, AP61 y las TRA-284, en orden creciente. Cabe
sefialar que algunas lineas del clono celular C636 se han vuelto
menos sensibles a los virus del dengue, sugiriendo que el mismo no
es homogéneo. Aun cuando algunas pocas células se infectan,
varias cepas no se replican y diseminan al resto de las células lo que
influye en la identificacion de los virus utilizando anticuerpos
monoclonales. Las ventajas de esta linea celular es su facilidad de
manipulacion y rapidez de crecimiento (75, 76).
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Como método general se inocula la muestra, se espera de 10 a 14
dias (observando la posible aparicion de ECP) y se realiza la IFI.
Esta ultima se realiza primero como tamizaje utilizando un pool de
sueros humanos positivos o liquido ascitico hiperinmune (LAH). En
los casos positivos se realiza una inmunofluorescencia indirecta IFI
utilizando anticuerpos monoclonales (AcM) especificos a los cuatro
tipos de dengue (75).

Inmunofluorescencia: La inmunofluorescencia o técnica de anticuerpos
fluorescentes (IF) se basa en la unién inmunoldgica de un anticuerpo
marcado con un fluorocromo a su antigeno homadlogo. El fluorocromo es
una sustancia que al ser excitada por una onda luminosa es capaz de emitir
luz de menor energia (mayor longitud de onda) que la de la onda que
provoca la excitacion. El fluorocromo de mas amplia aplicacion en esta

técnica es el isotiocionato de fluoresceina (75, 76).

En 1941, Coons y colaboradores, introdujeron la técnica de IF, empleando
isocianato de fluoresceina para el marcaje de antigenos y anticuerpos.
Posteriormente Riggs y colaboradores modificaron las técnicas de
conjugacion reemplazando el isocianato por el isotiocianato, este ultimo

mas estable, mas facil de conjugar y de obtener comercialmente.

A partir de 1,950 la IF ha sido ampliamente utilizada para la identificacion
de parasitos, bacterias y numerosos virus asi como para la deteccion de

anticuerpos dirigidos contra ellos (75).

Principio de la técnica: Las proteinas moleculares de los anticuerpos se
unen al marcador fluorescente (fluorocromo) por medio de enlaces
guimicos firmes que esencialmente no alteran la actividad inmunoldgica de
estos anticuerpos, manteniendo integramente su capacidad de unirse a los

antigenos homologos. Debido a la alta especificidad de la reaccion
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antigeno-anticuerpo, la IF se ha convertido en un método muy util para el
diagnadstico asi como también el tiempo relativamente corto que se requiere
para el procesamiento de la muestra hasta llegar al resultado final. La IF es
aplicable a cualquier sustancia antigénica que se localice dentro o fuera de
las células, ya sean protozoarios, bacterias, rickettsias, virus, hormonas

enzimas, antigenos tisulares y otros (75, 76).

Inmunoensayo Enzimatico (ELISA): En la actualidad se han desarrollado
métodos inmunolégicos que han tenido una aplicacion creciente en el
campo de la virologia. Algunos de estos métodos se han agrupado bajo el
nombre de "métodos rapidos para el diagnostico viroldgico", entre los
cuales destaca el inmunoensayo enzimatico sobre fase soélida conocido
como ELISA, que por reunir caracteristicas que lo hacen muy util para la
deteccién de anticuerpos y antigenos ha reforzado o remplazado algunos
de los métodos clasicos. Uno de los componentes principales de este
sistema lo constituyen los conjugados, que estan formados por una enzima

ligada a un antigeno o anticuerpo determinado (75, 76).

I ELISA de Captura de IgM / MAC-ELISA: En la infeccion primaria por
cualquier virus del complejo dengue se produce un respuesta de
anticuerpos de la clase IgM, los cuales aparecen en niveles
detectables una vez finalizada la fiebre y la viremia, por lo que se
recomienda que las muestras utilizadas para la determinacion de
este anticuerpo sean extraidas después del sexto dia del

establecimiento de la enfermedad (75, 76).

El inmunoensayo enzimatico sobre fase solida (ELISA) ha sido
utilizado como método para el diagnéstico serolégico en un gran
namero de enfermedades virales. Uno de los métodos aplicados es

el de captura de IgM utilizado para demostrar infecciones actuales o

47



recientes. Para ello se emplea Inmunoglobulinas humanas anti-IgM

fijadas a una placa.

La deteccion de anticuerpos IgM al virus Dengue resulta de extrema
utilidad tanto en el diagndstico de casos clinicamente sospechosos
como en los sistemas de vigilancia epidemiol6gica para esta
enfermedad (75, 76).

Gubler describi6 un método ELISA de captura de IgM para la
vigilancia del dengue hemorragico. Compard los resultados del
estudio con la inmunofluorescencia directa y encontré6 una buena
sensibilidad y especificidad muy semejantes a la de esta ultima
técnica. Ademas, es un método rapido para determinar infecciones
de dengue en casos hospitalizados de area endémicas. Es muy util
en la vigilancia de éareas no endémicas, ya que con seguridad
cualquier caso positivo indica infeccion reciente. Por otras parte, es
importante sefialar que para el diagndstico solamente se requiere de

una muestra (76).

10. Tratamiento
Un oportuno y efectivo reemplazo de pérdidas de plasma o un expansor

de plasma o fluidos o soluciones electroliticas resultan en una favorable
recuperaciéon en la mayoria de los casos. Con una adecuada y apropiada
administracion de fluidos, el DSS (dodecilsulfato de sodio) es rapidamente
irreversible en una rapida y oportuna resucitacion de choque y la correcciéon de
alteraciones metabdlicas y electroliticas prevendran la diseminacién de
coagulacion intravascular. La prognosis depende principalmente del pronto
reconocimiento y tratamiento del choque, el cual depende de un cuidadoso
monitoreo y pronta accion. No es necesario hospitalizar a todos los pacientes
sospechosos de DHF, aunque el choque se desarrolla en solamente un tercio. El

descenso continuo en el conteo de plaquetas, concurrente en un aumento del
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hematocrito es un indicador importante del principio del choque. De esta forma los
signos tempranos del choque pueden ser reconocidos, los pacientes deberan de
tener repeticiones continuas de conteo de plaquetas y hematocrito. Parientes y
otras personas cercanas a los pacientes deberan ser aconsejadas de observar
signos de deterioro o signos de alerta de choque tales como desasosiego o
letargo, dolor abdominal agudo, extremidades frias, congestion de la piel y oliguria.
El periodo critico es usualmente en el dia del término del choque, tipicamente
después del tercer dia de enfermedad (76).

En la fiebre del dengue hemorragico la sed y la deshidratacion es resultado
de la fiebre alta, anorexia y vomitos por lo tanto la ingestion oral de fluidos debe
ser adecuado. Una solucion de reemplazo electrolitica o jugo de fruta es preferible
sobre el agua pura. Soluciones de hidrataciébn oral como en el tratamiento de
enfermedades diarreicas, es recomendada; Durante la fase febril aguda, existen
algunos riesgos de convulsion. Los antipiréticos pueden ser indicados en
pacientes con hiperpirexia, particularmente con aquellos pacientes con historia de
convulsiones febriles; Los salicilatos no son recomendados, pues pueden causar
sangrados y acidosis o sindrome Reye. El paracetamol es preferible para reducir

la fiebre pero debe ser usado con precaucion (76).

Una dosis deberad ser administrada cuando la temperatura corporal es
mayor a 39° C, pero no mas de seis dosis deberan ser administradas en un
periodo de 24 horas. Los pacientes deberan ser observados de cerca para signos
de choque. El periodo critico es la transicion desde la febril a la fase afebril de la
enfermedad, lo cual usualmente ocurre después del tercer dia. Las
determinaciones del hematocrito son una guia esencial para la terapia de este
cuadro; puesto que ellas indican indirectamente el grado de fuga de plasmay la
correspondiente necesidad de fluidos intravenosos. Un hematocrito alto
usualmente precede a cambios en la presion sanguinea y pulso. El hematocrito
debera ser determinado diariamente desde el tercer dia de la enfermedad hasta
gue la fiebre del paciente ha subsistido por uno o dos dias. Si la determinacion de
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hematocrito no es posible, la determinacion de hemoglobina puede ser usada

aungue es menos sensible (76).

Terapia parenteral de fluidos puede ser dada en una unidad de
rehidrataciéon de pacientes para aquellos con fiebre, vémitos y anorexia que
producen deshidratacion. El fluido usado para corregir la deshidrataciéon se elige
de acuerdo a la naturaleza de la perdida de fluidos. En caso de deshidratacion
isoténica, 5% de glucosa (50 g/L) diluida 1:2 o 1:1 en solucion salina fisiol6gica
puede ser usada; La terapia de hospitalizacién de fluidos intravenosos puede ser
necesaria cuando existe una deshidratacion significante (>mayor del 10% del peso

corporal) y se necesita una rapida expansion de volumen (76).

El sindrome de choque del dengue se considera una emergencia médica.
La inmediata administracion de fluido intravenoso es esencial para expandir el
volumen del plasma. Cuando el choque persiste, el hematocrito y el oxigeno
deben ser monitoreados. Si el hematocrito esta en aumento, el plasma es
sustituido por 5% de albumina (10-20mL/Kg) esto puede ser administrado
rapidamente, se puede repetir si es necesario hasta un total de dosis de 20 a 30
mL por Kg de una solucién coloidal. Si el choque aun persiste, el hematocrito
debe ser evaluado para evidenciar su declinacion, ya que este podria indicar una
hemorragia interna. La transfusion de sangre completa fresca (10 mL/kg si el
hematocrito esta por arriba del 35%). La hiponatremia y la acidosis metabdlica
puede ocurrir en casos severos. Los niveles de electrolitos y la presion de los
gases arteriales puede ser determinada periédicamente en los pacientes severos y

en paciente que no respondan prontamente a lo esperado (76).
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IV. JUSTIFICACION

La poblacién que asiste a los hospitales nacionales Roosevelt y San Juan
de Dios, por sus condiciones sociales y ambientales esta expuesta a humerosas
enfermedades febriles como el dengue, malaria, leptospirosis entre otras. En el
afo 2005, fueron referidos al Laboratorio Nacional de Salud (LNS) un total de 182
muestras serologicas de pacientes con diagnostico clinico de dengue, procedentes
de dichos hospitales. Estas muestras fueron analizadas para confirmar los casos
de dengue. De las muestras referidas, 70 (38%) fueron confirmadas para dengue,
mientras que 112 (62%) fueron negativos. En vista de que el mayor porcentaje de
casos referidos al LNS fueron confirmados negativos a dengue, es necesario
conocer cuél es la causa de la sintomatologia presentada por los pacientes.
Tomando en cuenta que la leptospirosis y el dengue son enfermedades

infecciosas presentes en el pais, es importante realizar el diagndstico diferencial.

En Guatemala un estudio realizado en el afio 2004 demostr6 que los
habitantes de Escuintla son vulnerables a presentar dengue y leptospirosis
humana, por lo que se recomendd efectuar el diagndstico diferencial de estas
patologias a pacientes con enfermedad febril (17). Por tal razon, en este estudio
se analizaron las muestras seroldgicas de los casos referidos al LNS en el afio
2005 y que fueron diagnosticadas clinicamente como dengue, pero que resultaron
negativas en las pruebas de confirmacion inmunoldgica. Para el efecto, se realizo
la prueba de aglutinacion microscopica MAT, para detectar anticuerpos totales
(IgM e IgG) anti-leptospira en dichas muestras. Lo cual nos permitira determinar la
presencia de anticuerpos en las muestras estudiadas. Asimismo, los resultados
gue se obtengan permitiran considerar a la leptospirosis en el diagndstico
diferencial de diversos padecimientos, tales como el dengue. Por lo que esta
investigacion generara informacion de mucho valor que permitirA conocer la

importancia de la leptospirosis en Guatemala.
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V. OBJETIVOS

A. Objetivo General

Determinar anticuerpos anti-Leptospira, en muestras seroldgicas de
pacientes de los hospitales Roosevelt y San Juan de Dios, cuyos sueros
fueron referidos al Laboratorio Nacional de Salud en el afio 2005 y que

presentaron serologia negativa a dengue.
B. Objetivos Especificos
1. Determinar el porcentaje de seropositividad a leptospirosis humana
en sueros de pacientes a través de la prueba de aglutinacion
microscopica (MAT).
2. ldentificar las serovariedades circulantes de Lepstospira en los
sueros de pacientes a travées de la prueba de aglutinacion

microscépica (MAT).

3. Establecer los sintomas y signos mas frecuentes en los casos de

pacientes con serologia positiva a Leptospira interrogans.
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VI. HIPOTESIS

Este estudio no presenta hipoétesis por ser de tipo descriptivo
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. Universo

182 muestras seroldgicas de pacientes del Hospital Roosevelt y San Juan
de Dios, que ingresaron en el aflo 2005 al Laboratorio Nacional de Salud con
cuadro clinico sospechoso de dengue, con resultado negativo en la prueba MAC-

ELISA IgM dengue.

1. Muestra
La muestra fue constituida por 48 muestras serologicas que cumplieron con

los criterios de inclusion establecidos para el estudio.

2. Criterios de inclusioén.

. Muestras de pacientes de casos sospechosos de dengue con su
respectiva ficha epidemioldgica (Anexo 1) y que hayan sido referidos
al LNS en el afio 2005.

. Muestras de pacientes con mas de 6 dias de sintomatologia,
confirmados serolégicamente negativos en la prueba MAC-ELISA
IgM dengue. Ya que la respuesta inmunolégica en pacientes
infectados por Leptospira interrogans se puede detectar por la
prueba de aglutinacién microscopica (MAT) pasados por lo menos 5

dias desde el inicio de sintomas.
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3. Criterios de exclusioén.

" Muestras con datos incompletos en la ficha epidemiologica de
investigacién de caso sospechoso de dengue 0 que no cuenten con
la misma.

" Muestras que no cumplan con mas de 6 dias de sintomatologia

sospechosa de dengue.

Recursos

1. Humanos

Tesista: Br. Jaime Alberto Barrios Barrera.

Asesora: Licda. Leticia Castillo. Coordinadora de la Unidad Central de
Referencia para la Vigilancia Epidemiologica (UCREVE), del Laboratorio
Nacional de Salud.

Co-asesor: Lic. Osberth Morales. Profesor del departamento de

Microbiologia, de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

2. Institucionales
Area de Bacteriologia de la Unidad Central de Referencia para la Vigilancia
Epidemioldgica del Laboratorio Nacional de Salud, Ministerio de Salud

Publica y Asistencia Social de Guatemala.

3. Equipo.

Equipo de Filtracion

. Membrana de acetato de celulosa o acetato de nitrilo con poro de
0.22 pm.
. Bomba de vacio
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Kitazato.

Equipo y Mobiliario de Laboratorio
Cabina de Seguridad Bioldgica Nivel Il
Congelador a —20 °C

Incubadora a 30 °C

Microscopio de campo obscuro
Estufas simples

Mecheros de gas

Incinerador

Centrifuga

Pipetas Semiautomaticas de volumen variable (50 — 200 pL, 200 —

1000 pL).
Autoclave

Bafio de Maria
Potenciometro
Balanza analitica
Refrigeradora
Reloj

Termobémetro

Reactivos

Hipoclorito de sodio al 5%
Alcohol al 70%

Tween 80

Glicerol

Seroalbumina
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5. Materiales

a. Cepas de Leptospiras
22 serovariedades de Leptospira (Tabla 2) que forman parte del
cepario de la Unidad Central de Referencia para la Vigilancia
Epidemiolégica del Laboratorio Nacional de Salud, las cuales fueron
donadas por el Dr. Alberto Montoya del Centro Nacional de

Diagnostico y Referencia del Ministerio de Salud de Nicaragua.

b. Medios de Cultivo
Medio Base para Fletcher.
Medio base para EMJH.

C. Suplementos de Medios de cultivo
Vitaminas B1 y Bi,. (EMJH)
Sales de Magnesio, calcio, fosfato de sodio, y sales de amonio.
(EMJH)

Suero de Conejo. (Fletcher)

d. Cristaleria
Tubos de ensayo sin anticoagulante
Tubos 16 X 150 mL con tapa de rosca
Portaobjetos
Cubreobjetos
Frascos con tapon de rosca

Probetas

e. Otros:
Solucion de Amonio Cuaternario
Fosfato disodico (anhidro) (NaxHPO,)
Fosfato monopotasico (KH,PO,)
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Contenedor de material contaminado
Puntas plasticas

Guantes descartables

Cinta testigo

Hielera

Gradillas

Placa de poliestireno

Procedimientos
Seleccion de muestras: Las muestras serologicas fueron obtenidas de la
seroteca de la Unidad de Virologia del Laboratorio Nacional de Salud, que

se encontraban almacenadas a temperatura de —30 °C.

Preparacion de medios de cultivo para la conservacion de Leptospira

Fletcher (37)

I Se preparo el medio de acuerdo a las indicaciones y se esteri-
liz6 a 121°C por 20 minutos.

ii. El medio preparado se distribuyé en volimenes de 9 mL en
tubos 16 X 150 mL con tapa de rosca, posteriormente se
agregd 1 mL de suero de conejo esteéril, para llegar a una
concentracion final del 10%.

iii. Se mezclo y homogenizé el medio, posteriormente se
realizaron 3 tindalizaciones en bafio de maria a 56°C por 30
minutos, durante 3 dias seguidos.

V. El medio preparado se conservo en refrigeracion hasta su uso.

EMJH (11)

I Se preparé el medio de acuerdo a las indicaciones y se esteri-
liz6 a 120°C por 15 minutos.

ii. Por cada 9 partes del medio base preparado se le agrego 1

parte de AFAS (Suplemento de acidos grasos y albimina).
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C.

iv.

Finalmente el medio se filtro.

El medio preparado se conservo en refrigeracion hasta su uso.

Inoculacion en medios de cultivo para la obtencion de antigeno de
Leptospira (36, 37)

Una vez preparados los medios de cultivo EMJH y Fletcher, se
inocularon las distintas serovariedades de Leptospira, teniendo
cuidado de inocular primero en EMJH y luego en medio
Fletcher.

Se incubaron a 30°C por un periodo de 7 dias (medio de
cultivo EMJH) hasta que los distintos serovares de leptospiras
alcanzaran una concentracion adecuada. El medio Fletcher se
incubd por 7 dias (Fletcher se repitio el proceso cada 3
meses).

Se realizd un recuento de las espiroquetas moviles o viables
para determinar el crecimiento adecuado de los distintos
serovares de Leptospira. Lo anterior se realizdé agregando una
gota del cultivo en un portaobjetos y se procedié a observar al
microscopio de campo oscuro para establecer si se observaba

mas del 50% de leptospiras vivas en el campo.

Prueba de aglutinacién microscoépica (MAT)

Se emplearon como antigeno las cepas de referencia (Tabla 2) que se

replicaron semanalmente para realizar la prueba. Una vez revisados los

cultivos, se eligieron aquellos con un buen crecimiento y que no formaron

aglutinaciones entre ellas (auto-aglutinacion). Para que el antigeno sea

optimo para la prueba de MAT, tiene que observarse en el microscopio de

campo oscuro entre 150-200 leptospiras por campo o0 hasta lograr una

opalescencia de 0.5 de la escala de Mac Farland. La prueba se basa en
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enfrentar diluciones seriadas de suero con igual volumen de una

suspension de leptospiras (antigeno) y se observa en microscopio de

campo oscuro para estimar el 50% de aglutinacion como el punto final de la

reaccion antigeno-anticuerpo (44).

Preparacién de soluciones

Solucion amortiguada de Sorensen (de stock)

Para la preparacion de la solucion se pes6 8.33 gramos de fosfato
disddico y 1.09 gramos de fosfato mono potasico y se mezclaron
ambos con un litro de agua destilada.

Solucion salina fisioldgica (de stock)

Se preparo un litro de solucién salina al 85 por ciento.

Solucion salina amortiguada con fosfatos (SAF)

La solucion SAF se prepar6 mezclando 40 mL de solucién
amortiguada de Sorensen con 460 mL de solucion salina fisiologica.
Se tomé el pH (el pH indicado debe de ser de 7.2). Se autoclave6 a
121°C durante 15 minutos. La solucién final preparada se guardé en

refrigeracion a 8° C hasta su uso.

Tamizaje:

Se prepararon diluciones separadamente del suero 1:50, 1:100,
1:200 en un volumen final de 1.5 mL con PBS en un tubo de dilucion.
Se distribuyé la micro placa en 8 columnas para la dilucion de suero
y 24 filas para los antigenos.

Se agregaron 50 uL a cada pocillo de la dilucion del suero 1:50 en la
primera y quinta columna.

Se agregaron 50 uL a cada pocillo de la dilucién de suero 1:100 en la
segunda y sexta columna.

Se agregaron 50 uL a cada pocillo de la dilucién de suero 1:200 en la

tercera y séptima columna.
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Se agregaron 50 uL a cada pocillo de PBS en la cuarta y octava
columna para el control del antigeno.

A cada pocillo de la primera fila (columna 1, 2, 3y 4), se le agregaron
el antigeno correspondiente al primer serogrupo. La dilucion de suero
fue de 1:2.

Se realiz0 este procedimiento sucesivamente de la segunda hasta la
veinticuatroava fila.

Posterior a la adicion de los antigenos, se coloc6 la microplaca sobre
el agitador y se agit6 a una revolucién 500 rpm durante cuatro
segundos para que la muestra de suero y antigeno se mezclaran.

La microplaca se cubrié con papel platino y se incub6 por 2 hrs. a
30°C.

Titulacién

Se realiz0 el tamizaje a las muestras que presentaron aglutinacion
igual 0 menor a 2+ con uno 0 Mas serogrupos, en una dilucion de
1:400.

Se rotulé la placa con los niumeros de las muestras y serogrupo

segun el protocolo disefiado.

Se adicionaron 25 puL de PBS en todos los pocillos, excepto en el

namero 2.
Se adicionaron 45 L de PBS en el pocillo 2.

Se adicionaron 5 pL de la muestra de suero en el pocillo 2, quedando
un volumen final de 50 pL, y una dilucion inicial de la muestra de

suero de 1:10.

Se tomaron 25 pL del pocillo 2 y se pasaron al pocillo 3, donde ya se

habian servido 25 uL de PBS.
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Se homogenizaron y se tomaron nuevamente 25 pL de la dilucién y
se pasaron al pocillo 4 y asi sucesivamente hasta el pocillo 8 6 mas,

eliminando los dltimos 25 pL.

Se adicionaron a todos los pocillos 25 pL del cultivo de leptospiras
del serogrupo determinado previamente y con una concentracion de

2x 10°® leptospiras/mL sin autoaglutinacién (Cultivo de 7 — 10 dfas).

Se adicionaron los 25 L del cultivo de leptospiras a las diluciones de
la muestra, éstas se duplicaron, es decir de 1:10 pasa a 1:20, 1:20

pasa a 1:40, y asi sucesivamente.
El pocillo 1 funcioné como control de la cepa (control negativo).

Se homogenizd suavemente y se incubd todo a 37°C por 1 hora, o de
28 — 30°C por 2 horas.

Lectura:

Se extrajeron 15 uL de mezcla antigeno-suero y 15 uL del control,
los que se traspasaron a una lamina porta-objetos.

La lectura se realizo utilizando el microscopio de campo oscuro con
objetivos de 10X, sin cubreobjetos.

Se observo el grado de aglutinacion del pozo de muestra y del de
antigeno y se compar6 con el antigeno control.

El titulo final se determind en la dilucion del suero que presentd 50%
de aglutinacién. Se reporté como cruces de aglutinacion:

1+ = 25% aglutinacion y 75% de células libres.

2+ = 50% aglutinacion y 50% de células libres.

3+ = 75% aglutinacion y 25% de células libres.

4+ = 100% aglutinacion y 0% de células libres.
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V. Interpretacion:

. Positivo: cuando present6 una aglutinacion de 2+ en una dilucion de
suero igual o mayor a 1:100.

. Negativo: no se observd aglutinacion con ningln serovar en una

diluciéon de suero menor a 1:100.

E. Disefio de investigacion
1. Tamafo de la muestra

Se tomaron todos los casos que cumplieron con los criterios de inclusion.

2. Tipo de estudio

Descriptivo, prospectivo.

3. Variables de interés:
Determinacion de anticuerpos totales (IgG e IgM) anti-leptospira por

medio de la Técnica de Aglutinaciéon Microscoépica (MAT).

4. Tabulacion de datos
Se utiliz6 una hoja electronica (Microsoft, EXCEL), para realizar el

calculo de frecuencias y porcentajes.

5. Andlisis de resultados

Se reporté la frecuencia, por medio del calculo de frecuencia

absoluta y porcentaje de casos positivos (prevalencia).
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Para identificar las serovariedades circulantes de Leptospira en los
sueros de pacientes a través de la prueba de aglutinacibn microscoépica
(MAT) se reporto la frecuencia de las serovariedades presentes en los
casos positivos por medio del calculo de la frecuencia absoluta y

porcentaje.

Para establecer los sintomas y signos presentes en los casos de
pacientes con serologia positiva a Leptospira interrogans, se analizaron las
fichas epidemioldgicas de cada caso y se reportd la frecuencia por medio

del calculo de frecuencia absoluta y porcentaje.
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VIIl. RESULTADOS

Se seleccionaron 48 muestras que cumplieron con los criterios de inclusion
establecidos previamente en el estudio, encontrandose que 18 (38.5%) presentaron

anticuerpos anti-leptospira (Tabla 3).

Tabla 3. Determinacion de anticuerpos anti-leptospira en muestras de pacientes con
serologia para dengue negativo.

Reactivos No reactivos Total
18 (38.5%) 30 (62.5%) 48

Fuente: Datos experimentales.

En la Tabla 4, se observo que la frecuencia de los casos con anticuerpos anti-
leptospira fue mayor en las mujeres en comparacién con los hombres. Con respecto
al grupo etario se puede observar que el grupo comprendido de 1 a 20 afios,
presentdé una mayor frecuencia de sueros reactivos a los diferentes serogrupos de
Leptospira que se utilizaron en la prueba de MAT. En relacién a la procedencia, los
casos referidos por el Hospital Roosevelt presentaron una mayor frecuencia de
casos reactivos a anticuerpos anti-leptospira.

Tabla 4. Descripcion demogréfica de la poblacion que presentd anticuerpos anti-leptospira
(n=18) frente a la poblacién no reactiva a la prueba de dengue (n=30).

Reactivos (n=18)* No reactivos (n= 30)
(N) (%) IC *** (N) (%) IC *
Género
1) Masculino 7 38.9 17.3-64.3 9 30 14.7-49.4
2) Femenino 11 611 35.7-82.7 21 70 50.6 — 85.3
3) Total 18 30
Edad
1) 1 -20 13 722 46.5 -90.3 13 414 23.5-61.1
2) 21-40 4 222 6.4-47.6 15 51.7 325-70.6
3) 41-60 1 56 0.1-27.3 2 6.9 0.8-22.8
Procedencia
1) Hospital Roosevelt 18 944 72.7-99.9 29 96.7 82.8-99.9
2) H.G.S.J.D. 0 56 0.1-27.3 1 33 0.1-17.2

Fuente: Datos experimentales.
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De los 22 serogrupos de L. interrogans a los que se enfrentaron las muestras
de suero en la prueba de MAT, se identificaron 5 de los cuales, la mayor frecuencia
la presentd pyrogenes (7), mientras que canicola, hebdomadis, hardjo e
icterohaemorrhagiae presentaron la menor. No se observo presencia de los 17

serogrupos restantes (Tabla 5).

Tabla 5. Frecuencia y porcentaje de serogrupos de L. interrogans identificados con la
prueba MAT (n=18).

Serogrupo Serovar Frecuencia % Titulo
pyrogenes pyrogenes 7 38.89  1(1:320), 5(1:80), 1(1:40)
canicola canicola 4 22.22 4(1:40)
hebdomadis hebdomadis 3 16.67 2(1:20), 1(1:60)
icterohaemorrhagiae copenhageni 2 11.11 2(1:40)
serjoe hardjo 2 11.11 2(1:80)

Fuente: Datos experimentales.

De los datos obtenidos de la ficha epidemioldgica, se observdé que al
comparar los casos en los que no se detectaron anticuerpos anti-leptospira (30) y los
casos reactivos (18), los sintomas comunes en ambos grupos fueron: fiebre (76.7%
y 83.3%, respectivamente), dolor de cuerpo (60% y 55.6%), escalofrios (50% y
72.2%) y dolor de cabeza (50% y 55.6%). Los sintomas restantes presentaron

menor frecuencia (Figura 2).

Figura 2. Comparacion de los signos y sintomas en pacientes reactivos a anticuerpos anti-
leptospira (n=18) y no reactivos (n=30).
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Fuente: Ficha de investigacion epidemiolégica de dengue clasico y hemorragico.
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En la Tabla 6, se muestra el hospital, procedencia, titulo y serovar de cada
uno de los casos que presentaron anticuerpos anti-leptospira, de ellos solamente un
caso mostrd titulo mayor a 1:100, en tanto que los demas presentaron titulos
menores a este valor. Como se indico anteriormente se identificaron cinco

serovares.

Tabla 6. Procedencia, titulo y serovar de los casos que fueron reactivos a anticuerpos anti-

leptospira.
Caso No. Hospital Procedencia Titulo Serovar
1 Roosevelt  Guatemala 1:40  Canicola
2 Roosevelt Guatemala 1:320  Pyrogenes
3 Roosevelt Guatemala 1:40 Icterohaemorrhagiae
4 Roosevelt Guatemala 1:80 Pyrogenes
5 Roosevelt Guatemala 1:80 Pyrogenes
6 Roosevelt Guatemala 1:80 Serjoe
7 Roosevelt Guatemala 1:80 Pyrogenes
8 Roosevelt Guatemala 1:20 Hebdomadis
9 Roosevelt Guatemala 1:80 Pyrogenes
10 Roosevelt Guatemala 1:80 Serjoe
11 Roosevelt Guatemala 1:40 Canicola
12 Roosevelt Guatemala 1:40 Canicola
13 Roosevelt Guatemala 1:40 Icterohaemorrhagiae
14 Roosevelt Escuintla 1.80 Pyrogenes
15 Roosevelt Guatemala 1:40 Pyrogenes
16 Roosevelt Guatemala 1:20 Hebdomadis
17 Roosevelt Guatemala 1:60 Hebdomadis
18 Roosevelt Guatemala 1:40 Canicola

Fuente: Datos experimentales.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

El dengue y la leptospirosis humana son enfermedades febriles que presentan
una sintomatologia similar, por lo que el diagnodstico a nivel de laboratorio es
esencial para diferenciarlas. Ademas es necesario conocer su adecuado manejo asi
como el diagnostico de las diferentes presentaciones clinicas de estas
enfermedades, que se adaptan y distribuyen en regiones tropicales y subtropicales.
En Guatemala, existen las condiciones necesarias para la transmisién de L.
interrogans, agente causal de la leptospirosis humana, entre ellas el clima de las
regiones del pais, las bajas condiciones econdémicas, la convivencia con animales
reservorios de Leptospira y que en paises vecinos se ha detectado la presencia de

anticuerpos anti-leptospira en grupos de personas sospechosas de padecer dengue

(9).

En esta investigacion, el objetivo principal fue determinar el porcentaje de
seropositividad a leptospirosis humana en la poblacion estudiada a través de la
prueba de aglutinacion microscopica (MAT). Para ello se evaluaron un total de 48
muestras seroldgicas negativas para dengue, de las cuales 18 (38.5%) fueron
reactivas a cinco de los 22 serogrupos de Leptospira utilizados en la prueba de MAT.
Esta positividad fue superior al 14% encontrado en el estudio realizado en pacientes
de un brote de dengue que se dio en la peninsula de Yucatan, México, en el cual se
investigd leptospirosis anictérica (2). También la frecuencia fue mayor a lo
encontrado en un estudio realizado en Guatemala en el afio 2003 con el objetivo de
investigar la presencia de dengue y leptospirosis en 84 pacientes con sindrome febril
en la poblacién de Escuintla, encontrandose 8 (10%) casos positivos a leptospirosis
humana. Estas diferencias pueden deberse a que la poblacion analizada en este
estudio proviene de los dos hospitales con mayor afluencia en el sector de salud
publica y al que son referidos la mayoria de casos criticos de todas las regiones del
pais (17).
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En relacion al género de los pacientes, en este estudio la frecuencia fue
mayor en las mujeres en comparacion con los hombres. Lo cual no concuerda con la
literatura que indica que esta enfermedad esta asociada a actividades laborales
(corte de cafia, ganaderia, actividades militares, etc.) realizada mayormente por el
sexo masculino (11, 27, 28). Por otra parte es interesante mencionar que esta
tendencia concuerda con lo reportado anteriormente en el estudio realizado en el
municipio de Escuintla en el afio 2003, en el cual se obtuvo un 75% de positividad en
el género femenino (17). Ademéas esta tendencia también concuerda con lo
encontrado en el estudio realizado en pacientes de un brote de dengue que se dio
en la peninsula de Yucatan, México, en el cual se investigaba leptospirosis anictérica
(57% femenino, 43% masculino) (2). Esto puede estar relacionado a que en la
poblacién nacional el sexo femenino también desempefia labores productivas lo cual

propicia que prevalezcan en los grupos de riesgo.

Con respecto al grupo etario se puede observar que el grupo comprendido de
1 a 20 afios, fue el que presentd una mayor frecuencia de sueros reactivos a la
bateria de serogrupos de leptospira que se utilizaron en la prueba de MAT. Esto
puede estar asociado a que en nuestro pais las personas menores de 20 afios estan
propensas a realizar trabajos relacionados con labores agricolas o de ganaderia, las

gue suponen algun riesgo para contraer leptospirosis.

Los casos referidos por el Hospital Roosevelt presentaron una mayor
frecuencia de casos reactivos a anticuerpos anti-leptospira. Esto puede deberse a
gue en el afo 2005 el Hospital Roosevelt envio un mayor namero de casos
sospechosos de dengue al LNS para su confirmacién. Por otro lado, la procedencia
de los casos también puede estar influyendo, ya que al hospital Roosevelt, por su
ubicacion, se refieren pacientes de la zona sur-occidente mientras que al hospital

San Juan de Dios se refieren los casos de la zona Nor-oriente del pais.
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Con relacion a la serovariedad circulante, los serogrupos mas identificados de
L. interrogans fueron pyrogenes y canicola, obteniéndose ademéas una reaccién
frente a los serogrupos hebdomadis, icterohaemorrhagiae y sejroe, serogrupos que

han sido encontrados con mayor frecuencia en estudios realizados en el mundo (49).

Los serogrupos encontrados en este estudio ya fueron reportados
anteriormente en el pais (17, 18, 19, 20). Ademas es importante mencionar que el
Serogrupo pyrogenes también reporté la mayor frecuencia en el estudio realizado
en el 2007 en la aldea EI Milagro, Escuintla, en el cual se determiné la
seroprevalencia de leptospirosis en humanos y animales (19). Estudios realizados
en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos
sobre la leptospirosis animal en Guatemala demostraron que la prevalencia en
cerdos fue del 46% que correspondia a L. pyrogenes, mientras que en perros la
prevalencia fue del 12.13% que correspondia a L. Canicola (18) Lo cual puede
indicar que los casos reactivos en este estudio pueden haber estado en contacto con

perros o cerdos infectados con Leptospira.

Los datos obtenidos de las fichas permitieron demostrar que los pacientes con
serologia negativa a dengue refirieron sintomas y signos comunes a dengue y
leptospirosis, como lo son fiebre, escalofrios, dolor de cuerpo y dolor de cabeza. En
este estudio al comparar los sintomas que presentaron mayor frecuencia entre los
casos reactivos y no reactivos a la presencia de anticuerpos anti-leptospira, se
confirmaron estas similitudes, ya que la mayoria de pacientes presentaron
principalmente fiebre (76.7% y 83.3%), dolor de cuerpo (60% y 55.6%), escalofrios
(50% y 72.2%) y dolor de cabeza (50% y 55.6%) respectivamente (36, 53, 77).

Esto demuestra que es necesario realizar el diagnostico diferencial a las
muestras de pacientes que presenten sintomas similares a dengue y leptospirosis
humana, por medio de pruebas de laboratorio que confirmen cual de las dos
patologias es la causante del cuadro clinico, lo que permitird proporcionar el
tratamiento adecuado a cada caso (20, 36, 53).
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Por tal razén, este estudio permiti6 demostrar que en los casos incluidos, la
leptospirosis fue causante de una sintomatologia clinica similar a la de dengue y es
importante considerar que probablemente un 38.5% de los casos que presentan

serologia negativa a dengue, pueden padecer de una infeccién por L. interrogans.

Con referencia a la prueba de MAT, al igual que con otras pruebas
seroldgicas, deberian ser examinadas idealmente dos muestras consecutivas de
suero para observar la seroconversion del paciente, o un incremento de cuatro
veces 0 mas en el titulo (77). Sin embargo, en las regiones en donde solo es posible
analizar una muestra, frecuentemente se obtiene una muestra de sangre, de la fase
aguda de la enfermedad. El significado de los titulos en muestras Unicas es un
topico de debate en diferentes areas, ya que distintos puntos de corte pueden
utilizarse. Algunos consideran un titulo de 1:100 como positivo, mientras que otros
aceptan 1:200, 1:400 o 1:800 como diagndstico de una infeccién actual o reciente.
En este estudio se analiz6 una Unica muestra y los titulos que se detectaron
oscilaron desde 1:20 hasta 1:320 y solo una presentd un titulo mayor a 1:100, las

demas presentaron titulos menores (77).

La OMS considera que en las areas en donde la leptospirosis es rara o no ha
sido bien estudiada, un titulo relativamente bajo tiene valor diagnéstico, siempre y
cuando sea compatible en conjunto con los factores clinicos y epidemiolégicos
(exposicion, grupos de riesgo), que en este caso concuerdan y sugieren que la
presencia de anticuerpos anti-leptospira es debida a una infeccidn reciente de

leptospirosis (77).

Por otra parte, dado que mas del 50 % de las muestras analizadas ya habian
sido negativas a dengue y ahora también lo son para leptospirosis, se recomienda
realizar otras investigaciones en las que se determine la etiologia del cuadro clinico
similar, entre ellas, infecciones por hantavirus, fiebre amarilla, rickettsiosis,

borreliosis y malaria (2, 77).
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Finalmente, los datos obtenidos indican que es importante incluir pruebas
especificas para identificar leptospirosis, como un diagnostico diferencial en la
vigilancia epidemiolégica de dengue, por lo que es necesario implementar una ficha
unificada de dengue y leptospirosis en la vigilancia epidemioldgica, para que el

personal de salud tome en cuenta el diagndstico de la leptospirosis en Guatemala.
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X. CONCLUSIONES

1. Se determino que el 38.5% de las muestras analizadas, presentaron anticuerpos

anti-leptospira por medio de la prueba de aglutinacion microscépica (MAT).

2. Las serovariedades de Leptospira interrogans presentes en las muestras
seropositivas fueron pyrogenes (38.89%), canicola (22.22%), hebdomadis

(16.67%), icterohaemorrhagiae y serjoe (11.11%) cada uno.

3. Los casos en los que se detectaron anticuerpos anti-leptospira presentaron
principalmente: fiebre (83.3%), escalofrios (72.2%), dolor de cuerpo (55.6%) vy

dolor de cabeza (55.6%).
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Xl. RECOMENDACIONES

1. Es importante realizar estudios que establezcan el punto de corte de anticuerpos

anti-Leptospira para el diagnéstico en la poblacion nacional, ya que esto

permitird hacer mas eficiente la interpretacion de los resultados de la MAT.

Continuar con los estudios seroepidemioldgicos, que permitan establecer la
prevalencia de la leptospirosis humana en Guatemala, tanto a nivel rural como

urbano lo cual permitira conocer la magnitud de la enfermedad.

Continuar con los talleres y capacitaciones dirigidos al personal de todas las
areas consideradas endémicas, con el objetivo de que se conozca el
diagnostico, tratamiento, vigilancia epidemiolégica y control de la leptospirosis y
que debe ser tomada en cuenta para el diagnéstico diferencial con otras

patologias.

Que el Centro Nacional de Epidemiologia maneje una ficha unificada de dengue
y leptospirosis, para que el personal médico clinico, epidemiolégico y de

laboratorio tome en cuenta ambas enfermedades en el diagnostico diferencial.
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Xlll. ANEXOS

Figura A. Ficha epidemiolbgica

MINISTERIO DE SALLID PUBLICA Y A5,
LABORATORIO NACIONAL DE SALUD
UNLDAD DE DIAGHOSTICO CLINICO
Kin. 22 Carretera al Pacifico, Bércena, Villa Nueva

Tel. 6312013 Ne. CODIGO

FICHA NACTONAL DE INVESTIGACION
CASO SOSPECHOSO DENGUE CLASICO Y/O HEMORRAGICO
DATOS GENERALES
Nombre: . . Edad:

Sexo:

Direccién: Loc.:

Depto.

Persona responsable:

2. DATOS CLINICOS FECHA

Flebre Primer sintoma
Dolor de cabeza kg y
Dolor de ojos Primer muestra
Dolor de cuerpo

Dolor de Articulaciones At
Escalofrios S
Néuseas Pte. Embarazada:

Vémitos

Diarrea il < Meses de embarazo:

Erupcidn cutdnea

Segunda muestra

TIPO DE MUESTRA

SUERO j:l

PAPELFILTRO [ |

Viémitos con sangre SE _Para naciente hosoitalizada:
Hemorragla en nariz
Hemorragla en encla

DATOS DEL LABORATORIO CLINICO

Sangre en orina aemr L HB: HT: PLAQ :
Hemorragia vaginal T ' g
Melena — Recuerito de Gldbulos Blancos:

Patequias o

Plrpura o equimosls Y Fdrmula: N L B E

Prueba de tomiquete

3. DATOS EPIDEMIOLOGICOS

a) Durant los 10 dias antes de Su enfermedad, viajé aotro lugar: ~ SI______ NO,
. LA donde viaj6?
b) ¢Ha viajado durante su enfermedad?  SI; _ hoO: EAddnde?
c) £Tuvo DENGUE antes? (fiebre, dolor, dolor ofos, erupeién) S NO
¢Cudindo? (MES —ANO) _____ )
d) £Fue picado por mosquito diumo? ST NO
ENVIAR RESULTADO A: RESULTADO
Mombre: _______ Mo. De Registro
Fecha de Recibido:
Institucidn: i Fecha o
POSITIVO NEGATIVO
Direceidn: ______ D B
Tipo de DENGUE:

NOTA: Original: se queda archivada en el servicko en que se estudié el caso.
Copia:  enviar con muestra representativa al Laboratorio Nacional de Salud.
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