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I.  RESUMEN

La leptospirosis es una zoonosis bacteriana causada por los miembros patdgenos del
género Leptospira. Debido a la diversidad de manifestaciones clinicas y a la similitud que
presenta con otros sindromes febriles como el dengue, influenza, hepatitis, neumonias,
entre otros, es necesario que ademas de contar con los antecedentes epidemioldgicos, se
realicen pruebas de laboratorio como el aislamiento de las leptospiras y la deteccion de

anticuerpos para lograr establecer un diagnostico definitivo.

En Guatemala, se ha reportado la presencia de anticuerpos anti-Leptospira tanto en
poblaciones rurales como urbanas donde las condiciones para su transmision son
favorables. Sin embargo, no se han realizado estudios para identificar la leptospirosis en
nifos, por lo que esta investigacion tuvo como objetivo principal determinar la presencia de
Leptospira interrogans, a través de su aislamiento e identificacion, en pacientes infantiles
sospechosos de padecer leptospirosis que cumplieron con los criterios de seleccién, como

fueron: fiebre sin razon especifica, mialgia y cefalea intensa principalmente.

Se evaluaron un total de 40 pacientes, 32 (80.0%) fueron atendidos en el Hospital
Infantil de Infectologia y Rehabilitacion (HIIR), y 8 (20.0%) en el Hospital Juan Pablo II.
De la poblacion estudiada 26 pacientes fueron de sexo masculino y 14 de sexo femenino,
comprendidos entre las edades de 1 a 15 afios. La mayoria (37) provenian de la ciudad

capital (92.5%) y los 3 restantes del interior de la republica (7.5%).

Las muestras fueron cultivadas para lograr el aislamiento de las leptospiras y su
posterior identificacion a través de la prueba de aglutinacion microscopica (MAT). Para la
deteccion de anticuerpos anti-Leptospira se realizé inicialmente una prueba de ELISA IgM
y confirmada posteriormente con la prueba de MAT. Ambas pruebas fueron no reactivas en

el total de pacientes estudiados.

Considerando que tanto la deteccion de anticuerpos como el aislamiento fueron
negativos, se procedio a analizar el expediente clinico de cada paciente con el objetivo de

establecer el diagndstico conclusivo, se encontrd que la mayoria fueron diagnosticados y



tratados como dengue clasico (42.5%), sequido de fiebre de origen desconocido (FOD)
(27.5%), hepatitis A (15.0%), insuficiencia renal (7.5%), influenza (5.0%) e infeccion
urinaria (2.5%).

Los sueros de los pacientes diagnosticados con Fiebre de Origen Desconocido (FOD),
fueron analizados con la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con la cual
no se detectd ninguna secuencia de ADN de leptospiras, por lo que se confirmé que dichos

pacientes no padecian leptospirosis aguda.

Los signos y sintomas que se presentaron con mayor frecuencia en los pacientes
estudiados fueron, fiebre en el 100.0% de los casos, seguido de cefalea (95.0%), mialgias
(82.5%), vomitos (67.5%) y nauseas (62.5%).

A pesar de que no se detectaron casos de leptospirosis aguda en la poblacion infantil
estudiada, existen zonas dentro de la ciudad capital donde se ha demostrado que dicha
enfermedad es una de las zoonosis endémicas de mayor importancia, lo que representa un
impacto sobre la salud, en especial en nifios y ancianos del pais, por lo que es preciso
continuar con un monitoreo de forma periddica de la mencionada enfermedad y asi poder

garantizar que los sindromes febriles sean identificados correctamente.



Il.  INTRODUCCION

La leptospirosis es una zoonosis endémica asociada a cambios climaticos, actividades
recreativas y caracteristicas socioecondmicas. Es causada por especies patdgenas del
género Leptospira que pueden infectar a la mayoria de mamiferos, cuando éstos entran en
contacto directo o indirecto con agua o suelo contaminado con orina de hospederos

adaptados y reservorios de la infeccion (Céspedes y Mendoza, 2011; Daher et al., 2010).

La presentacion clinica descrita en varios estudios sobre nifios con leptospirosis, incluye
sintomas inespecificos como fiebre, la cual constituye el sintoma inicial de la infeccion,
cefalea, mialgia generaliza, ictericia y vomitos (Guerrier et al., 2013; de Vries et al., 2014).
Estos sintomas pueden confundirse facilmente con otras enfermedades febriles tales como

influenza, dengue, hepatitis virales, neumonias, entre otras (OMS, 2008).

Desde el primer caso de leptospirosis en Guatemala en el afio de 1980, se han realizado
estudios de seroprevalencia donde se han reportado anticuerpos anti-Leptospira tanto en
poblaciones rurales como urbanas. En el afio 2012 Herrera y Pérez detectaron una
seroprevalencia de 7.56% en una poblacién entre 6 y 15 afios, y en el 2015 Soldrzano y
Galvez reportaron leptospirosis en el 7.31% de pacientes febriles menores de 19 afios, lo

cual es un indicio de que la circulacion de leptospiras sobre la poblacién infantil es activa.

Por lo anterior el presente trabajo tuvo como principal objetivo determinar la presencia
de L. interrogans en 40 pacientes infantiles sospechosos de padecer leptospirosis, a traves
del aislamiento y la deteccidn de anticuerpos anti-Leptospira, utilizando las pruebas de
ELISA IgM y de MAT.



I1l.  ANTECEDENTES

A. Generalidades

La leptospirosis es una zoonosis endémica, reemergente de distribucion universal y con
presentacion ocasionalmente epidémica. Su resurgimiento se ha atribuido a factores
exogenos como el clima, la constitucion del suelo y la exposicion del hombre al contacto

directo o indirecto con los reservorios naturales (Zunino y Pizarro, 2007).

Es causada por bacterias patogenas del género Leptospira que afecta alrededor de 160
especies principalmente roedores y animales domésticos en especial a los caninos, el
ganado bovino y el porcino, los cuales constituyen el reservorio y la fuente de infeccion
para el hombre (Bharti, Nally, Ricaldi, Mathias, Diaz, Lovett & Vinetz, 2003).

Como consecuencia de la infeccidn, las leptospiras colonizan los tubulos renales de los
reservorios y son eliminadas por la orina contaminando el ambiente, dichas especies se
convierten en portadores urinarios transitorios o pueden ser portadores permanentes, como

es el caso de los roedores (Meites, Jay, Deresinki, Shieh, Kaki, Tompkins & Scott, 2004).

B. Agente etioldgico

El género Leptospira comprende dos especies: L. biflexa, especie saprobia de vida libre
y L. interrogans de gran importancia para el hombre y animales, ya que es la Gnica especie
patogena del género (Carrada, 2005).

Las leptospiras son bacilos gram negativo, moviles, aerobios estrictos, miden
aproximadamente 0,1 micras de ancho y 12 micras de longitud y se caracterizan por su
morfologia filiforme y helicoidal, poseen curvaturas en forma de gancho en sus extremos
que facilitan su penetracion en tejidos y dos flagelos que le dan una gran movilidad. Se
tifien mal con la mayoria de tinciones y requieren de medios de cultivo especiales, donde

crecen con dificultad y lentitud (Roca, 2006).

La estructura del ADN permite clasificarlos en 15 genomoespecies y su composicion
antigénica permite clasificarlos en 25 serogrupos y 200 serotipos. Estas clasificaciones,

especialmente la antigénica, poseen cierto interés epidemiolégico (Roca, 2006).



1. Epidemiologia

A nivel mundial los datos de incidencia de la leptospirosis son diversos y dependen de
las caracteristicas particulares de cada zona geografica, pero se ha establecido que es mayor
la incidencia en regiones tropicales y que se presenta tanto en paises industrializados como
en vias de desarrollo (Grupo de vigilancia y control de enfermedades transmisibles, 2011).

Aunque clasicamente la enfermedad se asocia a ambientes rurales y ocupaciones
agricolas y mineras, en los ultimos afios ha emergido en ambientes urbanos, con brotes
epidémicos asociados con la presencia de roedores, periodo de lluvias e inundaciones y
actividades recreacionales, especialmente con el bafio en aguas estancadas u otras

actividades acuaticas ya sea recreativas o deportivas (Zunino y Pizarro, 2007).

A pesar de que a la leptospirosis se le ha identificado como enfermedad profesional,
varios estudios han demostrado que suele ser frecuente en nifios y en amas de casa de
aquellas areas en donde las condiciones epidemioldgicas favorecen su transmision (Suéarez,

Rodriguez, Menéndez, Marrero y Alonso, 2006).

Es pertinente mencionar que la infeccion esta difundida en la infancia méas de lo que se
cree ya que en varios estudios sobre leptospirosis infantil, se ha demostrado la presencia de
anticuerpos anti-Leptospira en nifios, lo cual indica que estos han estado en contacto con la
espiroqueta (Suarez et al., 2006). En El Caribe por ejemplo, se ha reportado una mayor
prevalencia de anticuerpos en nifios que en adultos (White & Wilson, 2002) y en Rio de
Janeiro se han reportado casos con evidencia seroldgica de infeccion aguda (Cruz, Andrade
& Pereira, 2003).

a. Estudios realizados en Guatemala

Torres (1982), detecto el primer caso de leptospirosis humana en Guatemala. El
diagnostico se realiz6 mediante la observacion directa de las leptospiras por microscopia de
campo oscuro y se demostro la presencia de anticuerpos anti-Leptospira mediante la prueba
de MAT, donde se identificd L. interrogans serovariedad Coppenagheni como el agente

causal de la infeccion.

Orantes en el afio 2003 comparé los métodos de microscopia de campo oscuro y
aglutinacion en latex, con el ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) IgM



para el diagnostico de leptospirosis, analizando muestras de pacientes con sospecha de
leptospirosis que asistieron a la emergencia del Hospital General San Juan de Dios
(HGSJDD). EI 73.33% de los pacientes fueron positivos, sin embargo los métodos
presentaron una baja especificidad, por lo que se determind que no eran adecuados para el
diagnostico, ademas no se utilizd la prueba de MAT para la confirmacion de los casos.

Estrada (2004), llevé a cabo un estudio para demostrar que la enfermedad febril podria
ser causada por leptospiras ademas del virus del dengue. Dicho estudio se llevo a cabo con
muestras de sueros de pacientes referidos al Laboratorio de Vigilancia Epidemiolégica del
Area de Salud de Escuintla, de las cuales el 9.52% presentd anticuerpos contra L.
interrogans serovar Icterohaemorrhagiae. Determinando que es importante incluir pruebas

especificas para el diagnéstico de leptospirosis.

Sikahall en el afio 2006 estandarizd la prueba de MAT para el diagnéstico de
leptospirosis humana. El estudio estuvo constituido por 4 grupos de 30 muestras cada uno,
y se obtuvo un 25% de reactividad, encontrando las serovariedades Icterohaemorrhagiae,
Canicola, Pomona, Bataviae y Pyrogenes. En el grupo control el 10% presentd anticuerpos
anti-Leptospira, con lo que se demostr6 que la leptospirosis es una zoonosis méas frecuente

de lo esperado.

Zelaya, Garcia, Villagran, Veldsquez, Sikahall, Galindo y Diaz (2007), evaluaron la
presencia de anticuerpos anti-Leptospira spp en 199 pobladores de la aldea EI Milagro
Escuintla, encontrando una seroprevalencia de 51.8% mediante las pruebas de MAT y
ELISA IgG. Se muestrearon también especies animales y se obtuvo una seroprevalencia de

54.9%, especialmente en la poblacién canina, seguida por la bovina y suinos.

Galindo en el afio 2008 demostrd la frecuencia de serogrupos de Leptospira en
donadores de sangre del HGSJDD, mediante la prueba de MAT. Los serogrupos que se
encontraron fueron Icterohaemorragiae, Hebdomadis, Serjoe, Canicolay Bataviae,

demostrando asi la circulacion de L. interrogans en el pais.

Barrios en el afio 2010 determino anticuerpos anti-Leptospira en pacientes de hospitales
nacionales, referidos al Laboratorio Nacional de Salud (LNS) en el afio 2005. Ademas
demostrd los diferentes serogrupos de Leptospira mediante la prueba de MAT Yy establecio6



los sintomas y signos mas frecuentes. De las 48 muestras, 18 fueron reactivas, identificando
los serogrupos Hebdomadis, Serjoe, Icterohaemorrhagiae, Pyrogenes y Canicola. Siendo
los principales sintomas y signos encontrados: fiebre, escalofrio, dolor de cuerpo y dolor de

cabeza.

Gonzalez y Orozco (2010) realizaron un estudio con el objetivo de aislar L. interrogans
en fuentes de agua de la aldea EI Milagro, Escuintla, en donde se estableci6 que existe una
alta seroprevalencia de leptospirosis tanto en la poblacion humana (52%) como en la
poblacion animal (54.9%). Se procesaron 29 muestras, logrando aislar dos cepas de L.
biflexa. El aislamiento de cepas no patdgenas, permite inferir que estdn dadas las

condiciones para que las patdégenas puedan desarrollarse.

Herrera y Pérez (2012) determinaron la seroprevalencia de anticuerpos anti-Leptospira,
los serovares circulantes y los factores que contribuyen a la leptospirosis, en habitantes del
asentamiento 15 de Enero. Se determind una seroprevalencia del 30.3%, identificando los
serovares Australis y Lanka como los mas frecuentes. No se encontrd asociacion entre los
factores de riesgo y la presencia de anticuerpos. Sin embargo, la presencia de roedores en

las viviendas probablemente contribuye a la infeccion.

Garcia, Kestler, Castillo, Herrera y Pérez (2013a) estimaron la presencia de anticuerpos
anti-Leptospira y los serovares circulantes, en dos asentamientos con ubicacion topografica
de alto riesgo (Santo Domingo “El Tuerto” zona 2 y Manuel Colom Argueta zona 1). Para
evaluar la presencia de anticuerpos se usaron las pruebas de MAT y de ELISA IgG. En
ambos asentamientos se obtuvieron altas seroprevalencias que son comparables con las
reportadas en areas hiperendémicas de otros paises. Los principales serovares detectados en
Manuel Colom Argueta fueron Icterohaemorrhagiae, Batavie y Grippotyphosa. Y en Santo
Domingo “El Tuerto” Djasiman, Javanica, Icterohaemorrhagiae, Cynopteri, Tarassovi,
Hebdomadis y Hardjo, lo cual demuestra la diversidad de serovares que se encuentran

circulando.



2. Taxonomia

El género Leptospira (Gr. Lepto = fino y espira = espiral) pertenece a la familia
Leptospiraceae y al orden Spirochaetales. Actualmente, su clasificacion esta basado en la
homologia del ADN vy esta dividido en 17 especies, definido en 70% de homologia y 5% de
divergencia en el ADN (Anexo 1) (Bharti et al., 2003).

El avance en la biologia molecular ha permitido también secuenciar su genoma, que
consiste de dos cromosomas circulares (Nascimiento, Ko, Martins, Monteiro-Vitorello, Ho
& Haake, 2004). No obstante, esta clasificacion coexiste con la clasificacion antigua, por lo
que la clasificacion de nuevos aislamientos deben de caracterizarse por pruebas

moleculares y seroldgicas (Céspedes, 2005).

3. Estructura antigénica

El género Leptospira posee varios antigenos expresados en su superficie, predominando
los lipopolisacaridos (LPS), responsables de la diversidad de serovariedades debido a las
diferencias en su estructura y composicion. Y las proteinas de membrana externa (OMPs),
como OmpLl y LipL41, que se encuentran en distintas especies patogenas (Carrizo,
Bryhuega, Etchechoury, Arese, Romero, Gioffre y Kaimi, 2009).

Se ha demostrado que los LPS otorgan inmunidad, pero ésta es especifica para cada
serovariedad. Debido a ello, las investigaciones en antigenos han conducido a que las
OMPs son capaces de estimular una respuesta inmune heteréloga, que podrian utilizarse
para desarrollar productos recombinantes que permitan realizar serodiagnosticos, asi

también para elaborar vacunas dirigidas a la prevencion de la leptospirosis (Cinco, 2010).

C. Transmision de la leptospirosis

La infeccion en el hombre se produce ya sea de forma directa o indirecta. La forma
directa se presenta cuando entra en contacto con animales infectados y sus secreciones. Sin
embargo, la forma mas comun es la forma indirecta, que se produce al estar en contacto con
agua, terrenos o lugares contaminados por la orina de animales infectados (Organizacion
Mundial de la Salud [OMS], 2008).


http://www.scielo.org.pe/scielo.php?pid=S1726-46342005000400008&script=sci_arttext#tab01

Las leptospiras invaden al huésped a través de, abrasiones en la piel sana, de las
membranas mucosas o0 conjuntivas y de los pulmones (despues de la inhalacion de fluidos

aerosolizados) (Zunino y Pizarro, 2007).

Reportes recientes sefialan que la transmision suele estar relacionada con ciertos
periodos del afio, principalmente durante la época lluviosa, periodos de inundacion, el final
del verano y otofio. Con lugares de alta poblacion de animales que son reservorio. Con
grupos de poblacién vulnerable como aquellos con precarias condiciones de vivienda, sin

saneamiento y que estan expuestos a mayor contacto con roedores (Meites et al., 2004).

D. Patogenia

Después de la penetracion de las leptospiras en el organismo, éstas se difunden con
rapidez e invaden el torrente sanguineo diseminandose por los tejidos, con una localizacion
especial en el rifién, el higado, el pulman, el corazén y los musculos esqueléticos (Marotto,
Ko, Murta, Seguro, Prado, Barbosa & Eluf, 2010).

La migracion de bacterias, toxinas, enzimas o productos antigénicos, conducen a una
permeabilidad vascular aumentada, manifestacion precoz y constante de la enfermedad,
donde predomina la lesion vascular de tipo capilar, responsable de edema y de diatesis
hemorragica (Silva, Santos, Athanazio, Seyffert, Seixas, Cerqueira, Fagundes, Reis &
Dellagostin, 2008; Rocha, Spichler & Athanazio, 2010).

Estudios comparativos de biologia molecular, entre cepas patégenas y saprobias, han
revelado un alto numero de factores de virulencia implicados, entre los que destacan las
enzimas con actividad como hemolisinas, fosfolipasas, catalasas, hialuronidasas vy

colagenasas (Hung, Chang, Tian, Wu, Yu, Pan & Yang, 2006).

Investigaciones recientes, sugieren que la gravedad de la leptospiros podria relacionarse
con la intensidad de la respuesta inmune, a través de la formacion de inmunocomplejos, la
liberacion de citoquinas y la generacion de vasculitis autoinmune. Asi mismo los signos y
sintomas del compromiso pulmonar, renal y hepético, aparecen en la fase inmune cuando

comienzan a detectarse las aglutininas (Malajov, Panin y Sovoliova, 2007).
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1. Fisiopatologia de la enfermedad

La fisiopatologia de la enfermedad es poco conocida y es probable que estén en juego
varios mecanismos fisiopatologicos que actian complementariamente y se deba a la accion
directa del microorganismo, cuyo poder invasivo puede estar relacionado con su
constitucion o con su estructura quimica y antigénica; a las toxinas producidas o liberadas

después de su lisis, 0 secundaria a la lesion capilar (Laguna, 2000).

a. Enelrifion

El rifion es el principal blanco de las leptospiras, siendo el dafio de este una
manifestacion temprana de leptospirosis sistémica (Yang, Hsu & Pan, 2005). La incidencia
de insuficiencia renal aguda (IRA) varia ampliamente, pudiendo alcanzar entre un 40-86%
en casos severos. Aunque la nefritis tabulo intersticial parece ser la causa principal de la
IRA, la hipotensién severa también es un factor importante para el desarrollo de
complicaciones. Estudios en conejos con leptospirosis han demostrado dafio de células
tubulares, nefritis tubulo intersticial, asociada a dafio micro vascular, particularmente en la

union cortico-medular (Sitprija, 2006).

b. En el higado

La manifestacion principal de las alteraciones hepaticas se refleja por ictericia, la cual
ocurre en los casos mas graves y se debe a la disfuncion hepatocelular. El dafio hepatico en
apariencia es subcelular y las leptospiras rara vez se observan en el higado. La ictericia
resulta de la agresion hepética aunque la necrosis no sea prominente, concordando con los

valores poco elevados de las transaminasas séricas (Laguna, 2000).

c. Enel aparato cardiovascular

Pueden presentarse manifestaciones simples, como alteraciones en el trazado
electrocardiografico, o graves complicaciones. Varios factores son incriminados como
responsables de la agresion miocéardica, entre ellos la accion directa de las leptospiras o sus

productos tdxicos, las alteraciones inmunopatolégicas y las metabdlicas (Laguna, 2000).
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d. Enel pulmon

La neumonia es una presentacion frecuente en casos de leptospirosis, es observada entre
el 20 y 70% de los casos (Dolhnikoff, Mauad, Bethlem & Ribeiro, 2007). Se manifiesta en
su forma més grave por un cuadro de neumonia hemorrégica, importante causa de letalidad,
que parece estar relaciona con la accion de una toxina sobre la pared capilar. Siendo las
lesiones observadas con mayor frecuencia en la periferia y bases pulmonares como
consecuencia de la abundancia de capilares y mayor vigor de los movimientos respiratorios

de estas areas (Perret, Abarca, Dabanch, Solari, Garcia, Carrasco, Olivares y Avalos, 2005).

e. Fendmenos hemorragicos
Son responsables por la severidad de la enfermedad y parecen ser secundarios de la
agresion capilar. EI compromiso endotelial puede iniciar la adhesion y la agregacion

plaquetaria, activando los mecanismos de coagulacién y fibrindlisis (Guerrant, 2002).

En estudios recientes se implica a la “reaccion de Jarisch-Herxheimer”como uno de los
mecanismos fisiopatologicos relacionados a formas graves, que se caracteriza por una
fiebre repentina y transitoria con lesiones cutineas asociada a la administracion de
antibidticos. Ademas la presencia de una sustancia llamada “endotoxin-like” en la
espiroqueta estimula la produccién de citocinas como el factor de necrosis tumoral cuyo
papel es decisivo en la mediacion de la respuesta inflamatoria induciendo asi la produccion

de otras citocinas, como interleucina 1y 6 (Romero, Sdnchez y Hayek, 2010).

En sintesis la lesion vascular asociada a la plaquetopenia, constituye la principal causa
de hemorragias. El sangrado puede resultar de disturbios de los factores de la coagulacion,
secundarios a deficiencias en la sintesis hepéatica o de las lesiones vasculares (Abuauad,
Osorios, Rojas y Pino, 2005).

2. Anatomia patoldgica
Los hallazgos morfoldgicos estan relacionados con alteraciones de la microcirculacion,
caracterizadas por una inflamacion necrotizante (con destruccion celular) en todos los

6rganos y sistemas (Pumarola y Jiménez, 2002).
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a. Patologia renal

Las lesiones anatomopatoldgicas basicas son necrosis tubular aguda y nefritis
intersticial, suelen iniciarse dentro de los glomérulos, luego surgen las alteraciones en los
tibulos intersticiales, causadas por la migracion de las leptospiras dentro de los capilares
peritubulares para el intersticio y tabulos (Laguna, 2000).

Las alteraciones renales incluyen aumento del nitrdgeno de urea, creatinina,
leucocituria, hematuria, cilindruria y proteinuria. Las caracteristicas histoldgicas incluyen
edema intersticial con filtrado inflamatorio mononuclear, con pocos eosinofilos. A nivel
glomerular la lesion es moderada con proliferacion mesangial, depositos de C3,
ocasionalmente IgM y dafio tubular que en ocasiones puede ser prominente la pérdida de
bicarbonato. La patogenia corresponde a diversos mecanismos como la asociacion de

hipovolemia e hipotensién (Saad, Moron, Parra, Higuera y Pacheco, 2006).

b. Patologia hepética

Se presenta colestasis con trombos biliares, dilatacion, tortuosidad del arbol biliar y
lesiones hepaticas, alteraciones que tienen una localizacion centro lobular predominante.
Asi mismo se presenta regeneracion hepatocitaria, alteracion de la estructura sinusoidal y

proliferacion kupfferiana (Laguna, 2000).

Las lesiones del hepatocito son de caracter inespecifico y se asemejan a las encontradas
en la hepatitis viral y en la colestasis medicamentosa, lesionando las microvellosidades de
los polos biliar y sinusoidal, membrana celular, capilar biliar, reticulo endoplasmico y

mitocondrias (Laguna, 2000).

E. Manifestaciones clinicas

La leptospirosis presenta cuadros clinicos diversos, conforme al tropismo del agente,
intensidad de la infeccion y posiblemente de las condiciones inmunitarias del hospedero
(Levett, 2004). Es una enfermedad bifasica, con dos tipos de presentacion: el 90% de los
pacientes desarrolla la forma mas leve (forma anictérica), mientras que el 5-10% desarrolla
la forma grave (forma ictérica) también llamada enfermedad o sindrome de Weil (Caino,
Cursio y Siquiroff, 2006).
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El periodo de incubacion es de 5 a 14 dias (maximo de 2 a 30 dias) (OMS, 2008).
Transcurrido este periodo da inicio la fase septica, que dura de 4 a 7 dias, durante esta se
pueden aislar leptospiras de sangre, LCR vy tejidos, siendo las caracteristicas principales de
tipo gripal. Posteriormente aparece una etapa intermedia, en la cual algunas veces el
paciente se presenta afebril por 1 0 2 dias. La segunda fase es la inmune, que dura de 4 a 30
dias, durante la cual las leptospiras desaparecen de la sangre y LCR siendo posible
encontrarlas en el rifion, orina y humor acuoso, también se desarrollan los anticuerpos
circulantes presentandose afeccién renal, hepéatica, meningitis y uveitis.La fiebre suele ser

bajay dura de 1 a 3 dias (Lemarroy y Carrillo, 2003).

1. Leptospirosis anictérica

Es la forma leve de la leptospirosis y ocurre durante la fase séptica. Se caracteriza por
ser de inicio subito con fiebre alta, cefalea intensa y mialgias que comprometen la regién
paraespinal, abdomen y cuello, ademas de malestar general y astenia. Estos signos y

sintomas se mantienen por 4 a 7 dias, y puede que no pase a la fase inmune (Levett, 2004).

La aparicion de vomitos, dolor abdominal y nduseas ocurren hasta en el 95% de los
casos (muy inespecifico). La hepatomegalia (<15%) y la esplenomegalia (<22%) son poco

frecuentes en la forma anictérica (Laguna, 2000).

En ocasiones se presenta diarrea. Menos frecuentemente: irritacion faringea,
linfadenopatias, hemorragias cutaneas y rash maculopapular o urticarial en el tronco. Lo
mas frecuente es la sensibilidad muscular y manifestaciones oculares como hemorragias
conjuntivales, fotofobia y dolor ocular. Eventualmente aparecen hemorragias
subconjuntivales. El signo més caracteristico podria serla hiperemia conjuntival, que le da
una tonalidad rojiza a las escleréticas y que usualmente aparece en el tercer o cuarto dia de
la enfermedad (Abler y De la Pefia, 2010).

Desde el punto de vista clinico la presencia de meningitis aséptica es el dato mas
importante, esta manifestacion dura algunos dias y no es fatal en casos anictéricos. Aunque
las leptospiras han desaparecido del LCR las manifestaciones clinicas se relacionan con la
apariciéon de anticuerpos. Sin embargo, ésto no es especifico y el diagnostico puede ser
confundido con meningitis de etiologia viral, debido a la presencia de pleocitosis

mononucleares (Lemarroy y Carrillo, 2003). Todos los serotipos patdgenos para el ser
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humano son probablemente capaces de causar meningitis, siendo de mayor prevalencia

Icterohaemorrhagiae, Canicola y Pomona (Laguna, 2000).

2. Leptospirosis ictérica o Sindrome de Weil

Es la forma grave de la leptospirosis, producida con mayor frecuencia por L.
interrogans serovar Icterohaemorragiae. Se caracteriza por ictericia, deterioro de la
funcién renal, hemorragias, colapso vascular, alteracion de la conciencia, fiebre elevada y
continua por 4 a 7 dias. Alrededor del 25% de los casos presentan hepatoesplenomegalia,
bilirrubinemia en la que predomina la bilirrubina directa. La trombocitopenia ocurre en un
50% de los casos y estd estrechamente relacionada con insuficiencia renal, lo cual se
traduce en un aumento de los valores sanguineos de urea y creatinina, proteinuria,

cilindruria y hematuria (Caino et al., 2006).

En nifios, se puede presentar hipertension, colecistitis acalculosa, pancreatitis y
vasculitis necrotizante. En casos graves hasta el 10% presentan alteraciones respiratorias,
como neumonias intersticiales y bronconeumonias, ademéas tos, disnea y hemoptisis,
inclusive sindrome de dificultad respiratoria que puede ser de dificil diagnostico debido a la
similitud con el cuadro pulmonar que presentan los pacientes infectados con hantavirus
(Seijo, Coto, San Juan, Videla, Deodato, Cernigol, Garcia, Collia, De Bassadoni, Schtirbu,
Olenchuk, Dorta y Parma, 2002).

3. Fiebre pretibial de Fort Bragg

Caracteriza por lesiones eritematosas pretibiales sobre elevadas de 1-5 cm, relacionada
a infecciones por Leptospira del serotipo autumnalis y en algunos casos con el serotipo
Pomona. Fue observada durante el verano de 1942 y su fase inicial era similar a la fase
séptica, llamando la atencion por la presencia de lesiones pretibiales simétricas alrededor
del cuarto dia (Laguna, 2000).
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F. Diagnéstico clinico
Desde el punto de vista clinico es dificil diferenciar la leptospirosis de un gran numero
de enfermedades con cuadros clinicos similares, por lo que para un diagnostico eficaz se

deben combinar los siguientes datos (Carrada, 2005).

Diagndstico epidemioldgico, cuyo objetivo es la obtencion de un resultado de
prevalencia, ya que se ha demostrado que la leptospirosis es una enfermedad de potencial
epidémico, en la que a nivel mundial se reportan mas de 500,000 casos al afio,
principalmente después de fuertes lluvias o inundaciones (World Health Organization
[WHO], 2010).

Diagnostico clinico, de caracter presuntivo, debido a que las manifestaciones clinicas
son inespecificas. Se realiza a través de signos y sintomas presentes en casos sospechosos,
siendo la historia de exposicion a la enfermedad un importante dato a tener en cuenta

cuando se plantea el posible diagnostico (Carrada, 2005).

Diagnostico de laboratorio, diagnéstico definitivo que se basa en la deteccion de
anticuerpos, el aislamiento del microorganismo o demostracién de leptospiras en los tejidos
(Caino et al., 2006).

Generalmente la leptospirosis presenta cuatro categorias clinicas que incluyen:

e Una enfermedad leve caracterizada por signos y sintomas de tipo gripal

e Sindrome de Weil caracterizado por ictericia, falla renal, hemorragia y miocarditis con
arritmias

e Meningitis/meningo encefalitis

e Hemorragia pulmonar con falla respiratoria (OMS, 2008).

1. Diagnéstico diferencial
El diagndstico clinico de leptospirosis resulta dificil por la variada y no especifica
presentacion de los signos y sintomas; por lo que es facilmente confundida con otras

enfermedades comunes en los tropicos (Obregdn, 2009).
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Deben ser consideradas en el diagnoéstico diferencial las siguientes enfermedades:

e Influenza

e Dengue clasico y dengue hemorragico

e Fiebre amarilla y otras fiebres hemorragicas de origen viral
e Infecciones por hantavirus u otros sindromes de dificultad respiratoria
e Hepatitis viral

e Insuficiencia renal aguda de otras etiologias

e Meningitis aséptica

e Rickettsiosis

e Brucelosis

e Pielonefritis

e Fiebre tifoidea, entérica y de origen desconocido

e Intoxicacion por sustancias quimicas y alimentaria

e Toxoplasmosis (OMS, 2008).

G. Diagnostico de laboratorio

Debido al dificil diagnostico clinico es necesario la confirmacién de casos sospechosos
mediante pruebas de laboratorio, a traves de la identificacion de leptospiras, sus antigenos
y/o é&cidos nucleicos (técnicas directas) o de la deteccion de anticuerpos (técnicas

indirectas) (Comité Nacional para la Vigilancia Epidemioldgica [CoNaVE], 2012).

Sin embargo existen algunos hallazgos de laboratorio que sin ser especificos pueden
orientar al diagnostico, por ejemplo, elevacion del tiempo de protrombina y velocidad de
eritrosedimentacion, leucocitosis con desviacién a la izquierda, trombocitopenia o
neutrofilia que al prolongarse se presenta anemia. Otras alteraciones en cuanto a la quimica
sanguinea, son la elevacién de enzimas hepaticas transaminasas y la gamma glutamil
transferasa. Aumento en los niveles de enzimas pancreaticas amilasa y lipasa, incremento
de nitrégeno de urea y creatina fosfoquinasa; todo esto acompafiado de alteraciones en el

sedimento urinario (Zunino y Pizarro, 2007; Tullu y Karande, 2009).



17

1. Meétodos directos
a. Microscopia de campo oscuro

Técnica para comprobar el crecimiento de leptospiras a partir del cultivo de muestras de
sangre, orina, LCR y fluidos en general (Rosario, Arencibia, Batista, Jiron, Valdes y
Suarez, 2012). La evaluacion consiste en observar las leptospiras, sus caracteristicas
morfoldgicas y de motilidad en aproximadamente 50 campos del microscopio (Céspedes,
2005).

La presencia de leptospiras en la muestra indica un caso positivo. Otro tipo de
microorganismos en LCR, sangre y tejidos, excepto en la orina que puede contener
bacterias, indica contaminacion durante la toma o transporte de la muestra. La ausencia de
leptospiras no significa que en la muestra completa no estén presentes (Céspedes y Araujo,
2002).

i. Ventajas
Es util para observar leptospiras en cultivos, sobre todo cuando estan presentes en gran

numero, y para observar la aglutinacion en la prueba de MAT (OMS, 2008).

ii. Desventajas
Para llevar a cabo este método se requiere de destreza y experiencia, debido al gran
numero de artefactos que por su parecido con las leptospiras pueden crear confusion. Por
ejemplo se debe diferenciar las leptospiras mdéviles de elementos como fibrillas, que poseen

movimiento browniano (Agudelo, Restrepo y Moreno, 2008).

Baja sensibilidad, unicamente se pueden detectar leptospiras cuando la concentracion
estd entre 100-200/mL, siendo valida solo en los primeros dias después de la enfermedad

(fase séptica) (Céspedes y Araujo, 2002).

Esta técnica no puede ser usada como Unico procedimiento de diagnostico, debe ser
confirmada y correlacionada con los hallazgos en el cultivo y los resultados serologicos
(Garcia, Reyes, Basilio, Ramirez y Rivas, 2013b).



18

b. Cultivo

El aislamiento de leptospiras por medio de cultivo es para muchos autores la técnica
mas sensible y especifica para el diagnostico, ya que confirma la presencia de la bacteria
permitiendo la identificacion del serovar al que pertenece, que es de gran importancia
epidemiolégica (Smythe, Wuthiekanun & Chierakul, 2009).

Los aislamientos dependeran del material elegido y de la etapa de la enfermedad,
pueden realizarse a través de muestras de sangre y LCR, durante la fase séptica u orina

durante la fase inmune (Naranjo, Suarez, Fernandez, Gonzélez, Batista y Sierra, 2007).

c. Inoculacion en animales

Esta técnica se usa cuando no es posible el aislamiento de leptospiras en cultivos, para
aislar cepas de material contaminado o para producir anticuerpos. Se basa en el hecho de
que las leptospiras invaden rapidamente el torrente sanguineo cuando se inoculan por via
intraperitoneal (OMS, 2008).

El procedimiento involucra la inoculaciéon de la muestra en animales de laboratorio,
especialmente en cobayos o hdmsteres. A los cinco dias se obtienen muestras de sangre que
son sembradas en medio de cultivo EMJH o Fletcher y se estudia la presencia de
anticuerpos a través de la prueba de MAT. El procedimiento se repite semanalmente
durante 1 mes. El éxito del aislamiento varia de acuerdo con la susceptibilidad del animal y
depende del serovar involucrado y de su patogenicidad (Dassanayake, Wimalaratna,

Agampodi, Liyanapathirana, Piyarathna & Goonapienuwala, 2009).

d. Tinciones

Las leptospiras pueden ser coloreadas por varios métodos que permiten su observacion
en muestras histologicas como las tinciones con sales de plata, rojo congo, técnicas de
inmunohistoquimica entre la que destaca la inmunofluorescencia directa y variantes como
la coloracion de inmunoperoxidasa. Sin embargo en estos procedimientos no es posible
distinguir las serovariedades y pueden crear altos riesgos de falsos positivos 0 negativos,

por la minima concentracion de bacterias en las muestras (OMS, 2008).
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e. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Este método se basa en la deteccion directa de secuencias de ADN de leptospiras en
muestras clinicas. Es utilizado para confirmar el diagnostico de leptospirosis en la fase
temprana antes que los titulos de anticuerpos puedan ser detectables (Cardona, Moros,
Lépez, Pérez y Hernandez, 2008).

Posee gran especificidad ya que reconoce el género, la especie y la serovariedad
involucrada, sin embargo posee el inconveniente de tener un alto costo econémico al
requerir de equipos especiales y personal altamente calificado. Ademas puede dar
resultados falsos positivos por la presencia de minimas cantidades de ADN extrafio, 0
resultados falsos negativos por la presencia de inhibidores en el material clinico que esta
siendo examinado (Manu, Roy, Duttaroy, Sharma, Vijayachari, Kataria & Seghal, 2009).

2. Métodos indirectos
a. Prueba de aglutinacién microscopica (MAT)

Se le conoce como la “prueba de oro” del serodiagnéstico por su alta sensibilidad y
especificidad para identificar el serovar o serogrupo de la leptospira comprometida en la

infeccidn (Vanasco, Schmeling, Chiani, Lottersberger y Dante, 2012).

La prueba de MAT se emplea para determinar anticuerpos aglutinantes en el suero,
mediante la mezcla de diluciones seriadas del suero del paciente con cultivos de Leptospira
de distintos serovares en placas de microtitulacién o en tubos, que se dejan reaccionar de 2
a 4 horas a 30 °C. Los anticuerpos anti-leptospiras presentes en el suero hacen que las

leptospiras se adhieran entre si formando grumos (Perret et al., 2005).

Interpretacion

Resulta complicada por las reacciones cruzadas entre serogrupos, especialmente en
muestras en fase aguda, por lo que se deben realizar mas diluciones de los sueros que
presenten esta reaccién (Sandow y Ramirez, 2005). La lectura se realiza a través de
microscopia de campo oscuro por la observacion del grado de aglutinacion de cada

antigeno, la cual se reporta por medio de cruces de aglutinacion (de 1+ a 4+) (Cuadro 1).
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Su interpretacion se basa en el punto final que es la dilucion mas alta del suero donde el
50% de la aglutinacion ocurre. Debido a la dificultad de detectar que el 50% de la
leptospiras estdn aglutinadas, el punto final es determinado por la presencia de
aproximadamente el 50% de leptospiras no aglutinadas en comparacién con la suspension

control (Céspedes y Araujo, 2002).

Se considera un resultado positivo cuando se observa una aglutinacion de 2+ en una
dilucion de suero igual o mayor a 1:100. El suero se considera negativo cuando no se
observa aglutinacion con ningun serovar en una dilucion de suero menor a 1:100 (Céspedes
y Araujo, 2002). A pesar de esto un titulo bajo en la MAT o la ausencia de este no excluye
la enfermedad, por lo que es aconsejable incluir una prueba de tamizado género especifica
como el ELISA (Terpstra, 2008).

Cuadro 1. Lectura de la prueba MAT

Observacion por microscopia de campo oscuro Cruces de aglutinacion
25% aglutinacion con 75% de células libres. +
50% aglutinacién con 50% de células libres. ++
75% aglutinacién con 25% de células libres. +++

100% aglutinacion con 0-25% de células libres. ++++

Fuente: Céspedes y Araujo. (2002). Manual de Procedimientos Bacterioldgicos y Seroldgicos para el Diagndstico de la

Leptospirosis. Instituto Nacional de Salud: Ministerio de Salud. Lima.

b. Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA)

Consiste en la combinacion entre los anticuerpos presentes en la muestra y el antigeno
de Leptospira fijado a los micropocillos de poliestireno, seguido de la remocion del suero
por medio de lavados, procedido por la adicion del conjugado antihumano ligado a una
enzima (generalmente peroxidasa), para una posterior incubacion, seguida de una serie de
lavados. Subsecuente a la adicién del sustrato (perdxido de hidrégeno) y un cromoégeno;

hace que el sustrato sea hidrolizado por las enzimas y el cromdgeno varie de color,
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haciendo que la intensidad del color final sea directamente proporcional a la concentracion

de anticuerpos anti-Leptospira presentes en la muestra (Céspedes y Araujo, 2002).

i.  ELISA indirecto IgM
Es un procedimiento de deteccion cualitativa de anticuerpos IgM frente a varios
serovares antigénicamente relacionados, valioso para el diagndstico de infeccién aguda.
Los anticuerpos de la clase IgM aparecen desde el tercer dia de la infeccion y pueden
persistir durante un periodo de hasta cinco meses, aungue se han descrito casos en que han

persistido durante afios o de por vida (Hartskeerl, Smits, Goris & Terpstra, 2006).

ELISA indirecto IgG
Esta prueba es utilizada para estudios epidemioldgicos adicionalmente a la prueba de
MAT (Terpstra, 2008).

H. Medios de cultivo

Las leptospiras requieren para su crecimiento condiciones nutricionales adecuadas y ser
incubadas en condiciones de oxigeno, pH y temperatura Optimos. Los compuestos
organicos que se conocen como nutrientes esenciales que ayudan a su multiplicaciéon y
crecimiento in vitro son las vitaminas B1 (tiamina) y B12 (cobalamina), los &cidos grasos
de cadena larga son utilizados como fuente de energia, de carbono y de lipidos celulares, ya
que las leptospiras no pueden sintetizar acidos grasos desde el principio. Los acidos grasos
libres, debido a su toxicidad inherente, deben ofrecerse a las leptospiras como un
compuesto con albumina. Los aminoacidos se utilizan en forma limitada, ya que no puede

satisfacer los requerimientos de nitrogeno (OMS, 2008).

El piruvato ayuda al inicio del crecimiento de leptospiras de dificil desarrollo. En
contraste con la mayoria de bacterias, estas no usan fuentes externas de bases de pirimidina
para incorporarlas dentro de su ADN o ARN. Por este motivo, son resistentes a la actividad
antibacteriana del 5-fluoracilo, analogo de la pirimidina, por lo que es usado en medios

selectivos, para aislar las leptospiras a partir de fuentes contaminadas (OMS, 2008).
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1. Tipos de medios de cultivo

Las leptospiras crecen en una variedad de medios de cultivo, su crecimiento es
relativamente lento con un tiempo de duplicacion celular de 6 a 8 horas. Las temperaturas
Optimas de crecimiento van desde los 28 a 30 °C pero algunos serovares son mas exigentes
que otros en términos de sus requerimientos de cultivo (Terpstra, 2008).

a. Medio tradicional (Fletcher, Stuart, Korhof, VVervoort y Schuffner)

Tipo de medio que contiene aproximadamente del 8 a 10% de suero de conejo, el cual
contiene la mas alta concentracion de vitamina B12, que es esencial para la multiplicacion
de leptospiras. El titulo de aglutininas anti-Leptospira en suero de conejo es bajo
comparado con el encontrado en otros animales. Los medios de Schuffner y Korthof tienen
la desventaja de contener fosfato el cual puede precipitar, lo que no es deseable en la
prueba de MAT (OMS, 2008).

b. Medio Tween 80/albumina sérica de bovino (BSA) o Ellinghausen & McCullough

y su modificacion por Johnson & Harris (EMJH)

Medio maés utilizado para el aislamiento y cultivo de leptospira, considerado un superior
a otros medios tradicionales que contienen suero de conejo. Los &cidos grasos libres
producto de la hidrdlisis espontanea de los enlaces ésteres del Tween 80, son toxicos para
las leptospiras a bajas concentraciones. La albumina permite el crecimiento de las células
en mayores niveles de Tween 80 dado su caracter destoxificante y estabilizador, al ser
capaz de unir a su estructura los &cidos grasos libres en el medio y de esta forma neutralizar
su actividad citolitica (OMS, 2008).

c. Medio enriquecido

Este tipo de medio es empleado para intensificar el crecimiento de leptospiras haciendo
uso de requerimientos nutricionales complejos, tales como el serovar hardjo; agregando
suero (p.ej. 1 - 4% de suero fetal bovino (FCS) y suero de conejo) u otros ingredientes tales
como hidrolizado de lactoalbdmina, superdxido dismutasa y piruvato. EI medio EMJH es
frecuentemente enriquecido agregando 1% de suero de conejo y 1% de FCS (OMS, 2008).
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d. Medio selectivo

Medio con 5-fluoracilo (200 pg/mL) y/u otro antimicrobiano como neomicina (300
pug/mL), acido nalidixico, actidione, sulfadiazol, rifampicina o anfotericina B. Estos
aditivos pueden suprimir el crecimiento de bacterias contaminantes en muestras clinicas no
estériles, sin afectar las leptospiras, pero pueden causar una reduccién en el crecimiento de
las mismas (OMS, 2008).

2. Estado de los medios de cultivo
a. Forma liquida

Los medios liquidos son esenciales para el aislamiento de leptospiras y para cultivos
que van a ser usados como antigenos en pruebas de aglutinacién ya que no poseen

particulas de agar que puedan interferir con la interpretacion de estas pruebas (OMS, 2008).

El desarrollo de leptospiras en este tipo de medio se evidencia por la turbidez, aunque
algunas pueden presentar una apariencia granular en el fondo del tubo; ambos pueden verse

a simple vista pero debe confirmarse por la observacion en el microscopio (OMS, 2008).

b. Forma semisolida

Los medios semisolidos contienen 0.1 a 0.5% de agar (p/v) y son usados de preferencia
para el aislamiento de varias cepas y para el mantenimiento de cultivos de reserva
conservados a temperatura ambiente y transferidos cada tres meses a medios frescos
(Terpstra, 2008).

En estos medios el crecimiento se inicia facilmente y usualmente se visualiza en forma
de anillos densos de crecimiento, varios milimetros debajo de la superficie del medio, sin

embargo la ausencia de anillos no significa ausencia de leptospiras (OMS, 2008).

c. Forma sélida

Los medios sélidos pueden ser usados para el aislamiento de cepas a partir de
materiales o cultivos contaminados, o para clonar leptospiras de cultivos mixtos (Terpstra,
2008).

Contienen 0.8 — 1.3% de agar (p/v) y son dispuestos en tubos o en placas que deben ser
selladas para crear una cAmara humeda y prevenir asi la deshidratacion. Cuanto mas baja es

la concentracion de agar, mayor es la tendencia de las leptospiras a ocupar toda la placa y
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crecer a través de todo el medio; en el 1% del agar las colonias crecen bajo la superficie y

son visibles después de 7 a 14 dias para la mayoria de los serovares (Terpstra, 2008).

I. Muestras de laboratorio
1. Obtencién de la muestra y condiciones de envio

Para obtener una muestra adecuada es necesario conocer la dindmica de la enfermedad
(Figura 1). Las leptospiras usualmente circulan en la sangre del paciente infectado por
aproximadamente 10 dias después de la aparicion de la enfermedad, también aparecen en
otros fluidos corporales como orina y LCR, penetrando a los pocos dias en 6rganos internos
en donde pueden detectarse titulos de anticuerpos en la sangre de 5 a 10 dias después de la
aparicion de la enfermedad. En la evolucion clinica de la leptospirosis se reconocen dos
fases: la fase séptica, que dura entre 4 a 7 dias, durante la cual las leptospiras circulan en la
sangre, también aparecen en orina y LCR. Despueés da inicio la fase inmune, durante esta
las leptospiras penetran en los 6rganos y pueden detectarse titulos de anticuerpos después 5
a 10 dias del inicio de la enfermedad, aunque algunas veces pueden tardar mas,
especialmente si se ha establecido una terapia con antibiéticos (Céspedes y Araujo, 2002).

Para que en el laboratorio se realice un eficiente diagndstico, tanto bacteriol6gico como
seroldgico, la obtencidn, el transporte y la conservacion de la muestra deben realizarse
correctamente (Anexo 2) (CoNaVE, 2012).

Para obtener resultados confiables se recomienda que las muestras conserven sus
caracteristicas originales, por lo tanto deben de evitarse temperaturas extremas, pH
extremos o0 desecamientos, para ello es indispensable que las muestras sean enviadas al
laboratorio lo mas pronto posible. En los casos en que sea necesario transferir las muestras
a otros laboratorios, los responsables de su envio deben elegir el sistema de embalaje
apropiado para la correcta conservacion y transporte de éstas durante el tiempo que

demanda el transporte (Anexo 3) (Céspedes y Araujo, 2002).
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Figura 1. Dindmica de la leptospirosis

Escala de tiempo Semana 3

Periodo de Incubacion: 2 — 20 LAL‘

Leptospiras presentes en:

Sangre
LCR

Orina Reservorios

Orina Personas

Concentracion Anticuerpos

Titulo Alto

Negativo

Investigacion de laboratorio
Cultivo de Sangre
Cultive LCR

Cultive Orina

Serologia

=
Leptospirémia

Fases TInmumidad v Leptospiuria

Fuente: Céspedes y Araujo. (2005). Manual de procedimientos bacterioldgicos y seroldgicos para el diagnéstico de la

leptospirosis. Perd. Instituto Nacional de Salud.

2. Tipos de muestras
a. Sangre con heparina

Tipo de muestra apropiada para realizar cultivo, el cual se recomienda se obtenga antes
del inicio de antibidticos y durante el periodo febril agudo de la fase séptica (primeros 7
dias), ya que después las leptospiras han desaparecido de la sangre y los anticuerpos

comenzaran a ser detectables en el suero permitiendo el serodiagnéstico (CoNaVE, 2012).
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b. Orina para cultivo

Este tipo de muestra puede ser valioso solamente cuando es posible obtener una
muestra limpia que pueda ser inoculada en un medio de cultivo apropiado en no mas de 2
horas después de haber sido recogida, debido a que las leptospiras mueren rapidamente
(CoNaVE, 2012). La presencia de leptospiras es debido a la colonizacién de los tabulos

renales y se presenta entre los 14 y 28 dias después de la infeccion (OMS, 2008).

c. Sangre coagulada o suero para serologia

Preferiblemente deben obtenerse dos muestras con un intervalo de varios dias en base a
la fecha del inicio de la enfermedad y el tiempo probable de seroconversion. Este analisis es
necesario para detectar un incremento en el titulo de anticuerpos entre ambas muestras o la
seroconversion. Se debe tomar en cuenta que un resultado seroldgico negativo en la fase

aguda de la enfermedad no excluye la leptospirosis (OMS, 2008).

d. LCR y dializado para cultivo

En pacientes con compromiso meningeo se puede observar y aislar leptospiras de LCR
a partir de 4-7 dia posterior a la infeccion. El LCR es de facil contaminacion bacteriana, por
lo que debe procesarse inmediatamente después de colectado, como méaximo a los 4 dias de
colectado (OMS, 2008).

e. Muestras postmortem

Este tipo de muestras se realiza en pacientes fallecidos. Es importante colectar muestras
del mayor numero de drganos posibles, incluyendo cerebro, LCR, humor acuoso,
pulmones, rifiones, higado, pancreas y corazon para realizar la serologia (CoNaVE, 2012).
J. Tipificacién

La tipificacion puede dar una indicacién de los reservorios y de las fuentes de infeccion,
ayudando por tanto en la seleccion de métodos de prevencion y control (OMS, 2008). Se
han desarrollado métodos basados en el reconocimiento de caracteristicas antigénicas de las
leptospiras que utilizan anticuerpos monoclonales o “suero factor”. Otros se basan en el
examen de las diferencias en el ADN de las leptospiras y sus resultados son comparables

con aquellos de la tipificacion de serovares (Terpstra, 2008).
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1. ldentificacidn de serovares

La unidad sistematica basica para la clasificacion es el serovar, que se define sobre la
base de similitudes y diferencias antigénicas. Idealmente todos los aislamientos deberian
ser tipificados hasta este nivel, porque la clasificacion de serovar en serogrupos es usada en
epidemiologia y puede ser necesaria para describir adecuadamente una cepa (OMS, 2008).

2. ldentificacion del serogrupo

Una suspension de antigeno de una cepa desconocida es usada en titulaciones
empleando la prueba de MAT, con un rango de antisuero de conejo que represente todos los
serogrupos reconocidos para determinar el estatus de serogrupo de la cepa desconocida.
Este procedimiento también permite investigar la relacion entre la cepa desconocida y otras
cepas de referencia dentro del mismo serogrupo. Un serovar desconocido puede ser

aglutinado por uno 0 mas antisueros (OMS, 2008).

a. Anticuerpos monoclonales

Los serovares pueden ser identificados con base en patrones caracteristicos de
aglutinacion a través de anticuerpos monoclonales preparados de conejo que aglutinan
leptospiras. El uso de la MAT en la serotipificacion es un método facil y rapido, lo
complicado aqui resulta en la preparacion de los anticuerpos monoclonales ya que toma
tiempo. Actualmente estan disponibles anticuerpos monoclonales para tipificar cerca de la

mitad de los serovares mas comunes actualmente conocidos (Terpstra, 2008).

b. Anticuerpos policlonales

Consisten en una mezcla de anticuerpos dirigidos a diferentes determinantes
antigénicos. La técnica de microaglutinacién que emplea antisueros policlonales de conejo
sigue siendo el método mas utilizado para la clasificacién serovares, pese a que es una
técnica muy laboriosa que necesita que disponga de una bateria de anticuerpos

monoclonales (Gonzalez, 2002).

c. Suero factor

Los “suero factor” son sueros de conejo, convencionalmente preparados, que tienen una
alta especificidad después de ser absorbidos por varias leptospiras. Los paneles de estos
pueden ser usados de manera similar a los anticuerpos monoclonales para identificar

rapidamente las cepas a nivel de serovar (OMS, 2008).
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K. Tratamiento

Se basa principalmente en la terapia de soporte, control de desequilibrio electrolitico y
acido base. Debe iniciarse tan pronto se sospeche de leptospirosis y de preferencia antes del
quinto dia de la aparicion de los sintomas, ya que los beneficios de los antibidticos después
del quinto dia son discutibles (OMS, 2008).

El objetivo del tratamiento, es controlar la infeccion antes de pueda ocurrir lesiones en
los tejidos. Nunca se debe esperar los resultados del laboratorio para empezar el tratamiento
debido a que las pruebas seroldgicas no son positivas hasta cerca de la semana después de
la aparicion de los sintomas y los cultivos pueden no resultar positivos hasta varias semanas
después (Terpstra, 2008).

El manejo de casos moderados a graves debe de ser en forma hospitalaria. Todo
paciente con diagndstico presuntivo debe ser hospitalizado cuando presenta sintomas que se
relacionan con la infeccion como lo son la fiebre elevada (39 °C) que no cede a
antipiréticos, vomitos, dolor abdominal intenso, ictericia, manifestaciones hemorragicas
(gingivorragia, hemoptisis, melena, petequias generalizadas), dificultad respiratoria,

trastornos hemodinamicos (shock), oliguria y signos meningeos (Céspedes, 2005)

Los casos severos deben ser tratados con altas dosis de penicilina endovenosa. Los
casos menos graves pueden ser tratados con antibidticos orales como amoxicilina,
ampicilina, doxiciclina o eritromicina, cefalosporinas de tercera generacion, ceftriaxona y

cefotaxime y antibioticos quindlonicos (OMS, 2008).

Experimentos in vitro y con animales han demostrado que las leptospiras son sensibles
a un amplio rango de antibioticos pero hay, desafortunadamente, una limitada experiencia

clinica con muchos de los nuevos antibiéticos (OMS, 2008).

L. Medidas de control y prevencion

Las medidas para la intervencion y control de la leptospirosis requieren la coordinacion
de autoridades de salud publica, salud animal y ambiente. El enfoque difiere dependiendo si
hay un brote debido a un desastre natural (inundacion o lluvias fuertes) donde lo importante
es proporcionar atencién médica para casos sospechosos, o si la situacién se refiere a un

area endémica donde ocurre la transmision esporadica (OMS, 2008).



29

Debido a la gran cantidad de serovares patdgenos, las numerosas fuentes potenciales de
infeccion y las diversas condiciones de transmision, el control de la leptospirosis incluira
una estrategia compleja que depende de las condiciones locales. Aumentar el conocimiento
de las areas de riesgo, de los grupos de riesgo a la infeccion, asi como de los factores
conductores locales, es esencial al considerar medidas de prevencion (Anexo 4) (OMS,
2008).
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IV. JUSTIFICACION

La leptospirosis es una zoonosis con amplia distribucion mundial causada por bacterias
del género Leptospira que infectan animales, los que frecuentemente se transforman en
portadores, siendo una fuente de infeccion para el hombre cuando éste entra en contacto
con la orina de animales infectados o con un ambiente contaminado con ésta (Brihuega,
2008).

Desde el primer caso de leptospirosis reportado en Guatemala en el afio de 1980
(Torres, 1982), se han llevado a cabo estudios de seroprevalencia donde se ha reportado la
presencia de anticuerpos anti-Leptospira en pacientes con enfermedad febril, tanto en areas

rurales como urbanas (Orantes, 2003; Zelaya et al., 2008; Barrios, 2010).

Herrera y Pérez, en el 2012 reportaron una seroprevalencia de 7.56% en una poblacion
comprendida entre 6 y 15 afios, y en 2015 Solérzano y Galvez reportaron que el 7.31% de
los pacientes que padecian leptospirosis eran menores de 19 afios, lo cual fue indicio de que
la circulacion de leptospiras sobre la poblacion infantil es activa. Sin embargo, no se han
realizado estudios para poder aislar e identificar leptospiras sobre dicha poblacion, lo cual
es importante ya que las manifestaciones clinicas se confunden con otras enfermedades
febriles como dengue, influenza hepatitis virales, entre otras, ocasionando la demora en el
tratamiento adecuado y la desfavorable evolucion de los casos puede pasar desapercibida
(OMS, 2008).

Para la deteccién de anticuerpos anti-Leptospira se utiliz la prueba de aglutinacion
microscépica MAT, establecida por la OMS como el estandar internacional para el
diagnostico de leptospirosis. Asimismo, los resultados que se obtengan permitiran
considerar a la leptospirosis en el diagndstico diferencial de diversas enfermedades febriles.
Por lo que esta investigacion generara informacion de mucho valor que permitira conocer la

importancia de la leptospirosis infantil en Guatemala.
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V. OBJETIVOS

A. General
Determinar la presencia de Leptospira interrogans en muestras de sangre de pacientes
atendidos en el Hospital Infantil de Infectologia y Rehabilitacion, a través de su

aislamiento e identificacion.

B. Especificos

1. Evidenciar la presencia de Leptospira interrogans en pacientes sospechosos de
leptospirosis del Hospital Infantil de Infectologia y Rehabilitacion, en muestras de
sangre a través de su aislamiento.

2. Establecer la frecuencia de serovares en muestras clinicas de pacientes con
leptospirosis del Hospital Infantil de Infectologia y Rehabilitacidn, a través de la
prueba MAT.

3. Describir los sintomas y signos mas frecuentes encontrados en los pacientes con

serologia positiva a Leptospira interrogans.
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VI. HIPOTESIS

En este estudio no es necesario el planteamiento de una hipotesis ya que es de tipo

descriptivo.
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VII.  MATERIALES Y METODOS

. Universo y muestra de trabajo

Universo: Todos los pacientes con enfermedad febril que presentaron sintomas y
signos compatibles con leptospirosis, atendidos en el HIIR.

Muestra: Se tomaron por conveniencia 40 muestras de sangre de pacientes con
sintomas y signos compatibles con leptospirosis, detectados por los médicos de los
servicios del HIIR durante agosto a diciembre del afio 2014 y del Hospital Infantil Juan

Pablo Il de enero a marzo de 2015.

. Recursos
Humanos
Investigadoras Br. Karen Lorena Natareno Vasquez
Br. Astrid Lucia Hernandez Estrada
Br. Bertha Laura Nalleli De Le6n Ramos
Asesor y coordinador Licda. Maria Luisa Garcia de Lopez
Asesor Licda. Leticia del Carmen Castillo Signor
Co-asesor HIIR Dra. Nancy Gatica

Institucionales

Departamento de Microbiologia. Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala.

Departamento de Microbiologia. Facultad de Veterinaria, Medicina y Zootecnia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala.

Laboratorio Nacional de Salud (LNS) del Ministerio de Salud Publica y Asistencia
Social (MSPAS).

. Servicios del Hospital Infantil de Infectologia y Rehabilitacion.

Servicios del Hospital Infantil Juan Pablo II.
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Fisicos

Materiales y suministros de laboratorio

Frascos esteériles para hemocultivo

Tubos Vacutainer de tapon rojo

Tubos de vidrio con tapon de rosca estériles de 20 mL
Pipetas Pasteur de vidrio

Pipetas de vidriode 1, 5y 10 mL

Pipetas automaticas de volumen variable

Puntas de pipeta desechables

Bulbos y pipeteadores

Portaobjetos de vidrio de 76 x 26 x 1 mm

Placas de poliestireno con pozos de capacidad minima de 300 pL
Probeta de 1,000 mL esteril

Erlenmeyer de 1,000 mL estéril

Varillas de agitacion estériles

Jeringas estériles de 3y 5 mL

Filtros con membrana de celulosa Millipore® 0.22 a 0.45um
Hieleras para el traslado de muestras

Guardianes para el descarte de material punzocortantes
Guantes de latex

Liga de hule

Algodon

Gasas estériles

Papel mayordomo

Papel aluminio

Papel parafilm

Marcador indeleble

Fichas de recoleccion de datos

Hojas de consentimiento informado
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Equipo

e Cabina de bioseguridad nivel 1l

e Incubadoras de temperatura 30 °C y 37 °C
e Lavadory lector de placas ELISA
e Bomba de vacio

e Estufa simple

e Centrifuga

e Autoclave

e Microscopio de campo oscuro

e Balanza analitica

e Potenciémetro

e Bafio de Maria

e Refrigeradora

Reactivos
e Kit Panbio LEPTOSPIRA IgM ELISA, para la determinacién de anticuerpos IgM
contra Leptospira en suero humano
e Medios de cultivo:
o EMJH
0 EMJH + 5-fluoracilo
0o EMJH + Suero de conejo al 1% + suero fetal bovino 1% (FCS)
0 Fletcher enriquecido con suero de conejo inactivado al 10%
e 22 serogrupos de Leptospira spp (Anexo 5)
e Etanol al 70%
e Solucion fenol al 5%
e Hipoclorito de sodio al 25%
e Amonio cuaternario
e Suero de conejo comercial

e Suero fetal bovino
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C. Métodos
1. Mantenimiento de cepas de leptospiras

Todas las cepas fueron trabajadas en cabina de seguridad bioldgica, para evitar la
contaminacion de las mismas y de las personas que las manipulan. También se usaron

barreras primarias de bioseguridad (uso de bata, guantes, lentes y mascarilla).

a. Procedimiento
e Cada vez que se hizo uso de la cabina de seguridad bioldgica se limpi6 con etanol al
70% y con solucion de fenol al 5%.
e Para el descarte de material se prepararon recipientes con agua y dos medidas de

hipoclorito de sodio comercial, y recipientes con solucién de amonio cuaternario.

i. Primer pase: Enriquecimiento
e Se observo la presencia de anillo de Dinger formado entre la parte media y superficie
del medio Fletcher, en el cual se encontraban almacenadas las cepas de leptospiras
(Anexo 6).
e Con pipetas Pasteur estériles se tomd 0.5 mL del cultivo en la ubicacion del anillo.
e Enuntubo con medio EMJH se agregaron 6 gotas del cultivo obtenido en la pipeta.
e Cada tubo se rotulé con el nimero de cepa y fecha del dia de la inoculacion.

e Se incubaron los tubos inoculados a 30 °C durante 10 dias.

Ii. Segundo pase: Fortalecimiento
e Después de 10 dias se evalué el crecimiento de las bacterias. Los cultivos con escaso
crecimiento se incubaron por 48 horas.
e Seinoculd en los tubos con EMJH el volumen de cultivo adecuado segun crecimiento
o Crecimiento 6ptimo: 5 gotas del cultivo.
o Crecimiento moderado: 6 gotas del cultivo.
o Crecimiento abundante: 4 gotas del cultivo.

e Los tubos sembrados se incubaron a 30 °C durante 7 dias.
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Tercer pase: Almacenamiento

Después de los 7 dias de incubacion, se evalud el crecimiento de las bacterias. Los
cultivos con escaso crecimiento se incubaron por 48 horas mas.

Los cultivos con crecimiento se inocularon en los tubos con medio Fletcher agregando
el volumen de cultivo adecuado segun los criterios empleados en la fase anterior.

Se rotulé cada tubo con numero de cepa y fecha del dia de inoculacién y se incubaron
a 30 °C, revisandolos periddicamente en busca de la aparicion de anillo de Dinger.

Los tubos que presentaron el anillo se cerraron completamente con papel parafilm y se
almacenaron a temperatura ambiente en un lugar cerrado y protegidos de la luz.

Este procedimiento se realizé de forma trimestral para un adecuado mantenimiento de

las cepas de Leptospira.

2. Elaboraciéon de medios de cultivo
a. Medio liquido EMJH

Se disolvieron 1.2 g del medio comercial en 450 mL de agua destilada.

Se esteriliz6 por 15 minutos a 121 °C y se enfrio hasta temperatura ambiente.

De forma aséptica se agregaron 50 mL de suplemento y se procedio a filtrar el medio.
Se ajustd el pH a 7.4 con soluciones de NaOH 1N o HCI 1N.

Posterior se agregaron 5 mL del medio filtrado en tubos de vidrio con tapdn de rosca
estériles debidamente identificados con el nombre del medio y fecha de elaboracion.
Se colocaron tres controles de calidad, a temperatura ambiente, 30 °C y 37 °C.

El medio se almacend a 4 °C hasta su utilizacion por un maximo de 6 meses.

b. Medio semisélido de Fletcher

Elaboracion del medio base

Se disolvieron 1.25 g del medio base Fletcher BD® en 500 mL de agua destilada,
posterior se calentd por 1 minuto hasta una leve ebullicién.
Se esterilizo por 15 minutos a 121 °C y se enfrio hasta una temperatura aproximada de

50 °C dentro de la cabina de seguridad bioldgica.
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ii. Inactivacion de suero de conejo
e Se tomd una alicuota de 40 mL de suero de conejo almacenado a —20 °C, una vez
descongelado se coloco durante 30 minutos en bafio Maria a una temperatura

constante de 56 °C.

iii. Preparacion final del medio
e Alcanzada la temperatura deseada del medio base, se agreg6 de forma aséptica suero
de conejo inactivado, en cantidad necesaria para alcanzar un 10% final.
e Se distribuyeron 8 mL del medio en tubos de vidrio con tapon de rosca estériles,
identificados con el nombre del medio y fecha de elaboracion.
e Se colocaron tres controles de calidad, temperatura ambiente, 30 °C y 37 °C.

e El medio se almacen6 a 4 °C hasta su utilizacion por un maximo de 6 meses.

c. Medio enriquecido: EMJH+ Suero de conejo al 1% + Suero fetal bovino al 1%

e Se disolvieron 1.2 g del medio comercial en 450 mL de agua destilada, posterior se
esteriliz por 15 minutos a 121 °C y se enfrio hasta temperatura ambiente.

e Se agregaron 50 mL de suplemento y se procedio a filtrar el medio.

e Se agregaron de forma aséptica 5 mL de suero de conejo y 5 mL de suero fetal bovino.

e Se ajusto el pH a 7.4 con soluciones de NaOH 1N o HCI 1N.

e En frascos de vidrio estériles para hemocultivo se agregaron 5 mL del medio
enriquecido y se identificaron con nombre y la fecha de elaboracion.

e Se colocaron tres controles de calidad, temperatura ambiente, 30 °C y 37 °C.

e El medio se almaceno a 4 °C hasta su utilizacion por un maximo de 6 meses.

d. Medio selectivo: EMJH+ 5-fluracilo
e Se disolvieron 1.2 g del medio comercial en 450 mL de agua destilada, posterior se
esteriliz por 15 minutos a 121 °C y se enfrid hasta temperatura ambiente.

e Se agregaron 50 mL de suplemento y se procedid a filtrar el medio.
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e Se adiciond 5-fluoracilo en una concentracion de 200 ug/mL

e Se ajusto el pH a 7.4 con soluciones de NaOH 1N o HCI 1N.

e En frascos de vidrio estériles para hemocultivo se agregaron 5 mL del medio selectivo
y se identificaron con nombre y la fecha de elaboracion.

e Se colocaron tres controles de calidad, temperatura ambiente, 30 °C y 37 °C.

e El medio se almaceno a 4 °C hasta su utilizacion por un maximo de 6 meses.

3. Obtencion de la muestra
a. Alianzas estrategicas
e Reunion y presentacion del protocolo de investigacion a las autoridades del HIIR.

e Presentacién del estudio ante las autoridades y Médicos Residentes del HIIR.

b. Consideraciones éticas

Para la participacion en el estudio se requirio de la firma o huella digital de los padres o
encargados del menor, a los que individualmente se realiz6 la lectura del consentimiento
informado. Asi mismo se brind6 informacion sobre la leptospirosis y en qué consistia el

estudio llevado a cabo (Anexo 7).

Los datos del paciente asi como los signos y sintomas mas frecuentes fueron
recolectados en fichas epidemiolégicas (Anexo 8). Todos los datos obtenidos tanto en la
ficha de epidemioldgica como en el consentimiento informado son confidenciales y fueron

usados estrictamente con fines para la investigacion.

c. Obtencion y siembra de la muestra en medios enriquecido y selectivo
i. Condiciones especificas
e Posterior a la lectura del consentimiento informado y la autorizacion de que el menor
participara en el estudio, se procedio a la extraccion de sangre.
e La muestra se obtuvo durante el periodo febril agudo de la fase séptica (primer al

séptimo dia de iniciada la enfermedad), antes del inicio de la terapia antibiotica.
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Los medios de cultivo permanecieron a temperatura ambiente por 30 minutos antes de

la toma de muestra.

Procedimiento

Los medios de cultivo se identificaron con el codigo del paciente y la fecha. Se
emplearon 4 viales por paciente, 2 con medio selectivo y 2 con medio enriquecido.

Se limpio el area de puncidn con solucién desinfectante, yodo y alcohol al 70%.

Se obtuvo de 2-3 mL de sangre venosa con una jeringa.

Se limpio con alcohol al 70% el area de puncidn del vial y se inocularon de 2-3 gotas
de sangre en la parte central del medio de cultivo. El resto de muestra se colocé en
tubo para serologia.

Los hemocultivos fueron transportados al laboratorio en posicion vertical, e incubados

a 30 °C. Siendo observados por un periodo de 8 semanas.

Lectura

Los hemocultivos se evaluaron cada 7 dias mediante microscopia de campo oscuro,
transfiriendo de 1-2 gotas del cultivo sobre una lamina porta-objeto.

Al sospechar de crecimiento de leptospiras se realizaron subcultivos en medio
EMJH+5-Fluoracilo, estos subcultivos se incubaron por 7 dias a 30 °C y se realizé la
lectura tanto de viales originales como de subcultivos.

Los hemocultivos negativos se incubaron y controlaron cada 7 dias por 8 semanas

antes de descartar como negativa la muestra.

Interpretacion
La presencia de leptospiras indica la positividad del caso, sin embargo, la presencia de
otras bacterias indico que la muestra se contamind durante la toma de muestra o
siembra en los medios.

La presencia de sedimento o turbidez indic6 que el cultivo estaba contaminado.
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e EI no aislamiento de leptospiras posterior a las ocho semanas de realizada la siembra

indic6 que el paciente no tuvo leptospirosis o que la muestra se tomo en un periodo no

adecuado posterior a la leptospiremia.

Purificacion de cepas de leptospira

Con pipetas Pasteur estériles se colocd 0.5 mL de medio de cultivo en el centro de una
caja de Petri esteéril.

Se coloco sobre el medio liquido una membrana estéril con poro de 0.45 pum.

Al absorberse el liquido por el disco de membrana, se colocaron 0.5 mL de cultivo
contaminado sobre el centro de la membrana.

Se tapd la caja de Petri y se mantuvo a temperatura ambiente durante dos horas, tiempo
en el cual las leptospiras atravesaron la membrana.

La caja fue inclinada con el objetivo de que el material filtrado corriera hacia el costado
y con una pipeta Pasteur se tomo el filtrado y se inoculd en dos tubos con medio de
cultivo semisolido Fletcher, incubandolo a 30 °C durante 7 dias, y posterior se observo

el desarrollo y resiembra en medio de cultivo liquido de EMJH.

Deteccion de Anticuerpos IgM anti-Leptospira mediante la prueba de ELISA
Procedimiento

Obtencion de la muestras

La sangre extraida por venopuncion se dejo coagular a temperatura ambiente y luego se
centrifugd a 3000 revoluciones por un tiempo de 5 minutos.

Se separ0 el suero y fue refrigerado (2-8 °C), o congelado (< -20 °C) si iba a ser

analizado en un plazo mayor de dos dias.

Desarrollo de la prueba

e Antes de comenzar con el ensayo las muestras y todos los reactivos fueron mantenidos

a temperatura ambiente.
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e Se coloco el numero necesario de micropocillos en el soporte para tiras, requiriendo
cinco micropocillos para: el control negativo (N), el control de reactivo (R) vy el
calibrador (cal) por triplicado. Los pocillos no utilizados restantes se dejaron sellados
herméticamente en el sobre de aluminio.

e Usando tubos de ensayo, se diluyeron el control negativo, control reactivo, los
calibradores por triplicado y las muestra a analizar.

e Se tomaron 20 L del suero y se afiadieron 180 pL de diluyente de muestra.

e En sus respectivos pocillos se colocaron 100 pL de las muestras diluidas, controles y
calibradores. La placa se cubrid y se incubd durante 30 minutos a 37°C.

e Se realizaron seis lavados con Buffer de lavado diluido.

e A cada pocillo se afadieron 100 pL de HRP conjugado anti-lgM humana. Luego la
placa se cubrid y se incubd durante 30 minutos a 37 °C.

e Con un Buffer de lavado diluido se lavo seis veces.

e En cada pocillo se pipetearon 100 uL TMB y se incub6 durante 10 minutos a
temperatura ambiente. El tiempo se tomd a partir de la primera adicion.

e Se afiadieron en todos los pocillos 100 pL de la solucion de parada en el mismo orden
y tiempo que cuando se agregd la TMB.

e Se leyo la absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda de 450 nm, dentro del

transcurso de 30 minutos.

Interpretacion

e Muestra positiva, si las unidades obtenidas mediante calculo son mayores a 11.

e Muestra negativa, cuando las unidades obtenidas mediante el calculo son menores a 9.

e Muestra con valores intermedios entre 9 y 11, realizar un segundo andlisis y de
persistir este resultado, solicitar una segunda muestra después de una semana.

e Los falsos negativos se presentan cuando el paciente se encuentra en los primeros
cinco dias de enfermedad y la cantidad de anticuerpos no son detectables por la prueba
(Cuadro 2).
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Cuadro 2. Interpretacion de la prueba de ELISA Indirecto IgM

UNIDADES LEPTO RESULTADOS INTERPRETACION
<9 Negativo No evidencia de antlcu_erpos IgM contra
Leptospira.
9-11 Intermedio Sugiere segunda muestra.
>11 POositivo Presencia de anticuerpos IgM contra

Leptospira.

Fuente: Panbio diagnostic. (2013). LEPTOSPIRA IgM ELISA. United States of America. Autor

Determinacion de anticuerpos totales por medio de la prueba de MAT
Preparacion del antigeno

Con pipeta Pasteur se tomo6 aproximadamente 1 mL del “anillo de Dinger”, el cual se
formo entre la parte media y superficie del medio Fletcher.

Se inocul6 10 gotas del contenido de la pipeta en un tubo con medio EMJH.

Los indculos se incubaron a 30 °C por 5 - 7 dias.

Se seleccionaron los cultivos que no evidenciaron contaminacion ni aglutinacion
microscépica. Los cultivos densos se diluyeron con buffer fosfato salino (PBS), hasta

observar en el microscopio un aproximado de 150 - 200 leptospiras por campo.

Tamizaje

Se agregaron 50 pL de PBS a los 96 pozos de las microplacas de fondo en U; y 40 pL
maés de PBS en los 8 pozos de la columna nimero dos de la microplaca.

Se adicionaron 10 pL de suero problema en los 8 pozos de la columna dos (dilucion
1:10). Los pozos de la columna uno fueron empleados como control negativo.

Se tomaron 50 pL de la dilucién contenida en los pozos de la columna nimero dos y se
realizaron diluciones seriadas en las columnas siguientes.

Se agregd por fila, 50 pL de los diferentes antigenos de Leptospira a los pozos de la
placa.

Luego de agitar y cubrir la placa con papel aluminio, se incub6 por 1 hora a 37 °C.
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c. Lectura
e Se coloco una gota de cada alicuota de los pozos en una ldmina portaobjetos limpia.
e Posteriormente se observé con aumento de 10X en microscopio de campo oscuro para

buscar aglutinacion comparando con el control negativo preparado (pozo 1).

d. Interpretacion

e REACTIVO: cuando se presentd una aglutinacion igual o mayor al 50% en la dilucién
1:20 frente a uno 0 mas serogrupos de Leptospira spp.

e NO REACTIVO al no observar aglutinacién en una dilucién igual o mayor a 1:20 con

ninguno de las diferentes serogrupos.

D. Disefio de la investigacion
1. Tamafio de la muestra

Todas las muestras de sangre de pacientes con enfermedad febril que presentaron signos
y sintomas compatibles con leptospirosis durante el periodo de agosto del afio 2014 a marzo
del 2015.

a. Criterio de inclusién
La muestra fue tomada entre los primeros siete dias después del aparecimiento de

sintomas en pacientes que presenten los siguientes signos y sintomas:

e Fiebre sin razon especifica

e Mialgia

e C(Cefalea intensa

e Ictericia

e Valores fuera de los limites de referencia de:
o Bilirrubina directa

Alanina aminotransferasa (ALAT)

Aspartato aminotransferasa (ASAT)

Nitrogeno de urea (BUN)

o O O o

Creatinina sérica
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0 Amilasa sérica

o Velocidad de eritrosedimentacién
e Trombocitopenia
e Leucocitosis

e Creatinina quinasa

Criterio de exclusion
e Pacientes con tratamiento antibiotico previo.

e Muestras tomadas después de siete dias de iniciados los sintomas de la enfermedad.

Tipo de muestreo

Por conveniencia

Andlisis estadistico
Tipo de estudio: Descriptivo - exploratorio

. Analisis de los datos: Analisis de frecuencias y porcentajes de las variables de interés.
Los resultados fueron tabulados con el programa Epi info 7.
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VIll.  RESULTADOS

Durante los meses de agosto a diciembre de 2014 se captaron 32 muestras de sangre
provenientes de pacientes atendidos en el Hospital Infantil de Infectologia y Rehabilitacion,
y de enero a marzo de 2015 se captaron 8 muestras que provenian del Hospital Infantil Juan
Pablo 11, haciendo un total de 40 muestras.

De las 40 muestras de sangre seleccionadas de pacientes con enfermedad febril que
cumplieron con los criterios de inclusion establecidos en el estudio, 24 pacientes (60.0%) se
encontraban en un rango de edad entre 8 a 15 afos y 16 (40.0%) en un rango de 1 a 7 afios.
La mayor proporcién de los pacientes estudiados fueron de sexo masculino 65.0%, v el
35.0% de sexo femenino. Con relacion a la procedencia de las mismas, la mayoria eran de
la ciudad capital 37 (92.5%) y 3 (7.5%) procedian del interior de la republica (tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas y procedencia de los pacientes con
sospecha de leptospirosis (N=40)

Caracteristicas Total (%)
N =40

Edad (afios)

1-7 16 (40.0)
8-15 24 (60.0)
Género

Femenino 14 (35.0)
Masculino 26 (65.0)

Procedencia

Ciudad capital 37 (92.5)
Departamentos 3(07.5)
Institucion

HIIR 32 (80.0)
Hospital Juan Pablo 11 8 (20.0)

Fuente: Datos experimentales
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De los 40 pacientes sospechosos de padecer leptospirosis, ninguno fue reactivo con la
prueba de ELISA IgM, resultado que fue confirmado a través de la prueba de MAT.

Tampoco se obtuvo aislamientos de leptospiras mediante el cultivo de las muestras.

Con el objetivo de establecer el diagnostico conclusivo, se analizaron los expedientes
clinicos de los casos evaluados, se encontrd que la mayoria de pacientes fueron
diagnosticados y tratados como dengue clasico 17 (42.5%), seguido de fiebre de origen
desconocido (FOD) 11 (27.5%), hepatitis A 6 (15.0%) e insuficiencia renal 3 (7.5%) (Tabla
2).

Tabla 2. Diagnostico conclusivo de los casos sospechosos de leptospirosis N=40

N Total (%

Diagndstico N=40 (%) IC 95%

Dengue clasico 17 (42.5) 27.04 -59.11
FOD* 11 (27.5) 14.60 — 43.89
Hepatitis A 6 (15.0) 5.71-29.84
Insuficiencia renal 3(07.5) 1.57-20.39
Influenza 2 (05.0) 0.61-16.92
Infeccion urinaria 1 (02.5) 0.06 - 13.16

*FOD: Fiebre de origen desconocido Fuente: Expediente clinico

Los sueros de los pacientes diagnosticados con FOD fueron analizados con la prueba de
PCR con la cual no se detectdé ninguna secuencia de ADN de leptospiras por lo que se

confirm6 que dichos pacientes no padecian leptospirosis aguda.

Por otro lado, los datos obtenidos de las fichas epidemioldgicas demostraron que los
pacientes estudiados presentaban signos y sintomas en comun, éstos se muestran en la tabla
3, observando que el 100.0% (40) de los pacientes presentaron como principal sintoma la
fiebre, seguido de cefalea 95.0% (34), mialgias 82.5% (33), vomitos 67.5% (27) y nauseas
62.5% (25).
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Tabla 3. Signos y sintomas mas frecuentes presentados en los pacientes con sospecha
de leptospirosis (N=40)

Signos y sintomas N=40 %

Fiebre 40 100.0
Cefalea 34 95.0
Mialgias 33 82.5
Vomitos 27 67.5
Nauseas 25 62.5
Anorexia 15 375
Petequias 10 25.0
Dafio hepético 2 5.0
Dolor abdominal 1 2.5
Diarrea 1 2.5

Fuente: Ficha epidemioldgica

En la tabla 4 se muestran los signos y sintomas encontrados con mayor frecuencia en
los pacientes que tuvieron un diagndstico diferente de leptospirosis. Se observd que los
sintomas principales fueron fiebre en el 100% de los casos, seguido de cefalea, mialgias y

vOmitos.

Tabla 4. Signos y sintomas mas frecuentes presentados por pacientes con diferente
diagndstico de leptospirosis

Signos y Dengue FOD?®  Hepatitis IR Influenza  1U°
sintomas n=17 n=11 n=6 n=3 n=2 n=1
Fiebre 17 11 6 3 2 1
Cefalea 14 10 5 2 2 1
Mialgias 15 7 5 3 2 1
Vomitos 12 8 3 2 1 1
Nauseas 13 5 4 3 0 0
Anorexia 8 3 3 1 0 0
Petequias 4 3 0 2 1 0
Dafio hepético 0 0 0 2 0 0
Dolor abdominal 0 0 0 0 0 1
Diarrea 0 0 0 0 0 1
a Fiebre de origen desconocido Fuente: Ficha epidemiolégica

b Insuficiencia renal
¢ Infeccion urinaria
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

La leptospirosis es una zoonosis que puede presentarse como un sindrome febril
inespecifico cuyo diagnostico clinico resulta dificil, ya que comprende desde cuadros sub-
clinicos hasta formas graves, en las que pueden desarrollarse signos y sintomas similares a
otras enfermedades infecciosas como lo son influenza, dengue, hepatitis virales y
neumonias principalmente; siendo el diagnostico de laboratorio de vital importancia en la

identificacion correcta de leptospirosis (OMS, 2008; Samudio et al., 2010).

En regiones tanto rurales como urbanas de Guatemala a través de estudios de
seroprevalencia, se ha demostrado que existen las condiciones necesarias para la
transmision de L. interrogans, entre las que se encuentran principalmente condiciones de
higiene precarias, la convivencia con animales reservorio de leptospiras y el clima (Herrera
y Pérez, 2012, Garcia et. al., 2013a; Solérzano y Galvez 2015). Por lo que en esta
investigacion se tuvo como objetivo principal determinar la presencia de L. interrogans, en
muestras de sangre de pacientes infantiles sospechosos de padecer leptospirosis, a través de
la deteccion de anticuerpos con las pruebas de ELISA IgM y MAT vy su aislamiento por

medio del cultivo, que es el diagndstico definitivo de dicha enfermedad.

Se evaluaron un total de 40 muestras, de las cuales en ninguna se demostré la presencia
de L. interrogans en la poblacidn infantil estudiada. Esta seroprevalencia es més baja de la
esperada, si se consideran los resultados de otros estudios realizados. Herrera y Pérez
(2012) reportaron la presencia de anticuerpos anti-Leptospira en el 7.56% de nifios con
edades entre 6 y 15 afios. También Soldrzano y Galvez (2015) detectaron un 7.31%, en
pacientes febriles menores de 19 afios, lo cual es un indicio de que la circulacion de

leptospiras sobre esta poblacidn es activa.

Tanto el cultivo de leptospiras como la prueba de MAT, son considerados los métodos
estandares para el diagndéstico definitivo de leptospirosis en humanos (Céspedes, 2006; de
Vries et al., 2014), y ambos fueron negativos en todos los pacientes evaluados, por tal razén
al no demostrar L. interrogans, se puede concluir que en la poblacion infantil estudia no

padecia de leptospirosis aguda.
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Es importante mencionar que el porcentaje de sensibilidad de las pruebas seroldgicas
depende del tipo de poblacion o grupo de riesgo donde se apliquen, asi como de la situacion
clinica-epidemioldgica de la enfermedad (Obregon et al., 2011). También debe
considerarse que la deteccién de anticuerpos comienza entre 5 y 10 dias después de la
aparicion de los sintomas, es por eso que se sefiala que la sensibilidad es superior cuando se
estudian sueros correspondientes al décimo dia posterior al inicio de la infeccion, ya que la
seroconversion puede ocurrir después de la aparicion de la enfermedad afectando la
determinacion de anticuerpos de clase IgM (Tullu y Karande, 2009; OMS, 2008; Garcia et
al., 2013b).

Otro aspecto a considerar, es que la deteccion de anticuerpos estuvo limitada a una sola
muestra de suero durante la fase aguda, porque se presenté la dificultad para la localizacion
de los casos posthospitalarios, lo que impidié tomar una segunda muestra, como
recomienda la OMS, en donde indica que se deben obtener al menos dos muestras de suero
de cada paciente, la primera durante la fase aguda y la segunda durante la fase de
convalecencia, ya que puede observarse un incremento hasta de cuatro veces el titulo de
anticuerpos, con lo que se confirma la leptospirosis aguda (Samudio et al., 2010). Ademas,
al obtener la primera muestra en fase aguda y la segunda en la convaleciente, aumenta la

sensibilidad y especificidad de las pruebas (Rivero y Rago, 2011).

En esta investigacion se incluyeron Unicamente 40 pacientes con sospecha de
leptospirosis; mientras que en otras publicaciones, realizadas sobre todo en paises de
Latinoamérica, se han llevado a cabo estudios retrospectivos que incluyen un mayor
numero de casos, (Vanasco et al., 2008; Suéarez et al., 2006; Céspedes et al., 2009; Guerrier
et al., 2013). Rafizah y cols., en el 2013 reportaron una baja frecuencia de leptospirosis en
la que concluyeron que los pocos hallazgos probablemente se debian a que la poblacién
muestreada era pequefia, en comparacion con estudios similares. Por esta razon se

recomienda efectuar estudios que contemplen un mayor numero de pacientes.

Se ha demostrado que la leptospirosis puede oscilar desde una enfermedad subclinica
hasta casos fatales siendo las manifestaciones clinicas tan variables que no son
patognomonicas y pueden clinicamente confundirse con otras enfermedades infecciosas, tal

como se comprobd durante el estudio, en el que se encontré que el diagndstico final
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presentado en los pacientes muestreados fueron dengue, sindromes febriles, hepatitis virales
e influenza, mismos que segin la OMS deben ser considerados para el diagnostico
diferencial (Tabla 2) (Céspedes et al., 2009; OMS, 2008).

Los sueros de los pacientes diagnosticados con FOD fueron analizados con la prueba de
PCR con la cual no se detecté ninguna secuencia de ADN de leptospiras por lo que se

confirméd que dichos pacientes no padecian leptospirosis aguda (Boonsilp et al, 2011).

Estudios sobre leptospirosis infantil, han reportado fiebre, cefalea, mialgias y dolor
abdominal como los sintomas méas predominantes (Mena et al., 2008; Guerrier et al., 2013),
mismos que fueron identificados principalmente en este estudio (Tabla 3), lo que confirma
gue en investigaciones sobre leptospirosis, sobre todo en nifios, existe poca sospecha clinica

debido a que la presentacion clinica no es especifica.

El 42.5% de los casos fueron diagnosticados con dengue clasico (Tabla 2), siendo esta
una de las principales patologias en las que debe considerarse el diagnéstico diferencial con
la leptospirosis, ya que ambas son enfermedades febriles que presentan una mayor similitud
en cuanto a sintomatologia clinica. Es por ello que se debe de conocer las diferentes
presentaciones clinicas de ambas enfermedades siendo necesario realizar un diagnostico
diferencial a través de pruebas de laboratorio (Bruce et al., 2005). Los sintomas que se
presentaron con mayor frecuencia fueron fiebre, mialgias y cefalea, los cuales también
fueron encontrados en los estudios de leptospirosis realizados por Estrada (2004) y Barrios
(2010). Lo anterior confirma la necesidad de realizar un diagnostico diferencial entre

leptopirosis humana y dengue.

A pesar de que en el presente estudio no se detectaron casos de leptospirosis positivos,
existen zonas dentro de la ciudad capital donde se ha demostrado que la leptospirosis es una
de las zoonosis endémicas de mayor importancia, debido al impacto que tiene sobre la
salud en especial en nifios y ancianos, por lo que es preciso continuar con un monitoreo de
forma periddica y asi poder garantizar que los sindromes febriles sean identificados
correctamente (Herrera y Pérez, 2012; Garcia et al., 2013; Soldérzano y Galvez 2015).
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X.  CONCLUSIONES

En las muestras de sangre de los pacientes atendidos en el Hospital Infantil de
Infectologia y Rehabilitacion y en el Hospital Juan Pablo Il, no se demostrd la
presencia de Leptospira interrogans, a través de su aislamiento.

. Serologicamente no se demostro evidencia de anticuerpos anti-Leptospira ni por el

método de ELISA IgM, ni mediante la prueba de Microaglutinacion (MAT).

. Con la prueba de PCR se confirmd que los pacientes diagnosticados con fiebre de

origen desconocido (FOD) no padecian leptospirosis aguda.

Los casos sospechosos de leptospirosis presentaron principalmente: fiebre (100.0%),
cefalea (95.0%), mialgias 82.5%, vomitos (67.5%) y nauseas (62.5%).

El diagnostico final de los pacientes investigados fueron los siguientes: dengue clasico
(42.5%), FOD (27.5%), hepatitis A (15.0%), insuficiencia renal (7.5%), influenza

(5.0%) e infeccion urinaria (2.5%).
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Xl.  RECOMENDACIONES

Continuar con estudios sobre leptospirosis en la poblaciéon infantil con un mayor
numero de pacientes, con el fin de lograr el aislamiento de Leptospira interrogans, que

permita determinar los serovares circulantes en Guatemala.

Debido a la importancia de la leptospirosis humana como problema de salud publica, es
necesario continuar con la capacitacion del personal de salud para que se incluya en el
diagnostico diferencial en enfermedades febriles para evitar la demora en el diagnostico

presuntivo y el tratamiento oportuno.

Emplear pruebas maés sensibles y especificas como la reaccion en cadena de
polimerasa (PCR), para confirmar el diagnostico de leptospirosis durante la fase

temprana de la infeccion.

Ademas de evaluar el titulo de anticuerpos durante la fase aguda, también es importante
determinar el titulo de anticuerpos durante la fase convaleciente de enfermedad, con el
objetivo de mejorar la sensibilidad y especificidad de las pruebas seroldgicas usadas en
el diagnostico de la leptospirosis, por lo que se debe incluir en la solicitud de las
pruebas de leptospirosis la obligatoriedad de obtener dos muestras de los pacientes a los

pacientes sospechosos.
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Especie Serogrupo Serovar Cepa de referencia
Leptospiras patégenas
Australis Australis Ballico
Australis Bratislava Jez Bratislava
Bataviae Bataviae Van Tienen
Canicola Canicola Hond Utrecht IV
Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA
Icterohaemorrhagiae = Copenhageni M 20
Icterohaemorrhagiae Lai Lai
Pomona Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes Salinem
Segjroe Hardjo Hardjoprajitno
L. alexanderi Manhao Manhao3 L 60
L. fainei Hurstbridge Hurstbridge BUT 6
L. inadai Lyme Lyme 10
Autumnalis Bim 1051
- = Cynopteri Cynopteri 3522 C
L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V
Pomona Mozdok 5621
L. meyeri Semaranga Semaranga Velrad Semaranga 173
Ballum Ballum Mus 127
Ballum Castellonis Castellon 3
L. borgpetersenii Javanica Javanica Veldrat Bat 46
Sejroe Sejroe M 84
Tarassovi Tarassovi Perepicilin
L. weillii Celledoni Celledoni Celledoni
- Autumnalis Fortbragg Fort Bragg
Erogachil Panama Panama CZ214 K
L santarosel Ba.ta'viae Brasilk‘ansis An 7786
Mini Georgia LT 117
Genomospecies 1 Ranarum Pingchang 80-412
Genomospecies 4 Icterohaemorrhagiae Hualin LT 11-33
Genomospecies 5 Semaranga Saopaulo Sao Paulo
Leptospiras saprofitas
Genomospecies 3 Holland Holland Waz Holland (P438)
L. biflexa Semaranga Patoc Patoc |
L. wolbachii Codice Codice CDC

Fuente: Bharti, Nally, Ricaldi, Mathias, Diazy Lovett. (2003). Leptospirosis: a zoonotic disease of global

importance. Lancet Infection Disease.
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Anexo 2. Procedimiento para obtencion de la muestra

A. Muestra de sangre

1. Parahemocultivo (en pacientes de la consulta)

e La muestra debe obtenerse durante el periodo febril agudo de la fase séptica, es decir entre el
primer y sétimo dia, antes del inicio de la terapia antibidtica.

e Tomar 3 mL de sangre, usando un tubo con anticoagulante (EDTA, heparina u oxalato de
sodio, evitar el uso de citrato porque inhibe el desarrollo de algunos serovares.

e Enviar la muestra inmediatamente al laboratorio a temperatura ambiente. De no ser posible, se

puede mantener la misma por un periodo maximo de 5 dias, aunque no es recomendable.

2. Para hemocultivo directo (en pacientes hospitalizados)

e Los medios de cultivo deben de permanecer a temperatura ambiente por 30 minutos antes de la
toma de muestra.

e Rotularse cada medio con el cddigo del paciente y la fecha.

e Limpiar &rea de puncion con solucion desinfectante, solucion de yodo y alcohol al 70%.

e Obtener de 2-3 mL de sangre venosa con una jeringa, para realizar el hemocultivo idealmente al
lado de la cama del paciente.

e Limpiar con alcohol al 70% el area de puncién del vial e inocular de 2 a 3 gotas de sangre en la
parte central del medio de cultivo.

e Concluida la siembra cerrar las tapas herméticamente y mezclar inclinando los viales y
rotandolos sin agitar.

e Transportar los hemocultivos al laboratorio en posicion vertical e incubar a 30 °C.

3. Para exadmenes seroldgicos
Tomar 5 mL de sangre usando un tubo sin anticoagulante, extraer el suero y transportar en

cadena de frio.

a. Muestrade LCR

e La obtencién de la muestra la debe realizar el médico de acuerdo a los procedimientos de la
institucion, obtener 2 mL de LCR en forma aséptica.

e Con un mechero flamear la tapa del frasco y trasvasar el LCR de la jeringa.

e Rotular y transportar la muestra inmediatamente al laboratorio en un periodo no mayor de 4

dias a temperatura ambiente.
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Muestra de orina

Administrar al paciente 24 horas antes de la toma de muestra una tableta de acetazolamida de
250 mg 6 12 horas antes de la toma de muestra 0,5 g de bicarbonato de sodio (1/2 cucharadita)
disuelto en un vaso con agua, a fin de alcalinizar la orina.

Rotular con el nombre del paciente, fecha de obtencion de la muestra y hora.

Realizar la limpieza de los genitales del paciente y colectar la orina (segundo chorro).
Transportar la muestra de orina inmediatamente al laboratorio. Maximo dos horas de tomada la

muestra (para cultivo).

Muestra de tejidos post mortem

Este tipo de muestras deben ser obtenidas por el médico, de acuerdo a normas establecidas. Una
vez realizada la necropsia, con las debidas medidas de bioseguridad, cortar una pequefia porcién
de rifidon, higado, pulmon, cerebro y colocar cada una en un frasco estéril de boca ancha.
Transportar los frascos con las muestras de 6rganos hacia el laboratorio. Maximo 2- 4 horas de

tomada la muestra (cultivo) (Céspedes y Araujo, 2002).
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Anexo 3. Condiciones de obtencidn, conservacién y envio de muestra para el diagndstico

de leptospirosis

Periodo de toma de Cantidad

Prueba Tipo de muestra muestra (mL) Transporte Conservacién
Suero agudo 5-10 dias de inicio de los 3 Cadena de frio a -20 a-70°C
sintoma 4-8°C
Suero 15 a 30 dias después de 3 Cadena de frio a -20°C
convaleciente la primera toma 4-8°C
Sangre completa  Entre el 1° al 7° dia 5 Tubo con EDTA TA*
(periodo febril de la fase por 7 dias
Serologia septicémica)
Liquido 4 a 10 dias después del 05-1 TA TA
cefalorraquideo inicio de sintomas Por 4 dias
Orina 10-28 dias después del 50 TA TA
inicio de sintomas 2 a4 horas
Aislamiento Tejido (higado, Necropsia +2 cm En\_/igr a 4°C _en
PCR pulmén, rifién, recipientes estériles
cerebro) en un plazo

méaximo de 6 horas

Histopatologia  Tejido Necropsia +2cm 2mL de cada tejido TA
(higado y rifion) en 5mL de formol
al 10%

Fuente: Céspedes, y Araujo. (2002). Manual de Procedimientos Bacterioldgicos y Seroldgicos para el Diagnéstico de la
Leptospirosis. Lima.

*mL: mililitro

**TA: Temperatura ambiente
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Anexo 4. Medidas de prevencién

A. Intervencion en la fuente de infeccién (huésped reservorio/portador):

e Determinar qué especies animales son la fuente de infeccidn y orientar medidas de control hacia
el reservorio local.

e Separar los reservorios animales de viviendas humanas a través de cercas y mallas.

e Controlar la higiene animal y realizar vigilancia mediante el diagndstico serolégico en un
subconjunto de la poblacién animal.

e Vacunar a los perros y al ganado anualmente.

e Establecer el control de roedores (envenenamiento, trampas, evitando el acceso a alimentos y
agua potable, separacion de asentamientos humanos)

e Mantener el aseo de areas alrededores de las viviendas a través de la eliminacion de basura y

motivacion a la gente a no dejar recipientes de comida abiertos.

B. Intervencion en la via de transmision

e EIl riesgo de infeccion es minimizado evitando el contacto con orina animal, animales
infectados o un ambiente contaminado.

e Latransmisidn puede prevenirse: usando ropa protectora; cubriendo lesiones cutaneas con ropas
impermeables; bafidndose o duchandose después de la exposicion a salpicaduras de orina y
suelo o agua contaminada; lavando y limpiando heridas; creando conciencia sobre los riesgos
potenciales y los métodos para prevenir o minimizar la exposicion; proveyendo agua potable
limpia; evitando cuerpos de agua conocidos o sospechosos de estar contaminados (piscinas,
rios, lagos); estableciendo procedimientos de seguridad estandarizados en laboratorios;

manejando los rebafios de manera apropiada; desinfectando areas contaminadas si es posible.

C. Intervencidn a nivel del huésped humano

e Incremento de conciencia en la poblacion general y en grupos de riesgo, proveyendo profilaxis
con antibioticos en casos especificos, vacunacion que estd disponible en algunos paises,
educacién de médicos y de la comunidad, diseminacion de informacidn sobre control de brotes

a través de comunicados de prensa y de anuncios de radio y television.
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Algunas de las medidas principales recomendadas por varios autores son:

e Proteccion individual de los trabajadores como: ganaderos, trabajadores de alcantarillados,
obreros agricolas veterinarios, arrozales, cafieros etc. mediante el uso de calzado y vestimentas
apropiadas (botas, delantales guantes, antiparras, tapaboca) segun la tarea que se desempefien.

e Higiene personal y del ambiente doméstico, se debe impedir el ingreso de animales al interior
de los domicilios, asi como a los galpones de produccion o almacenamiento de alimento.

e Control ecoldgico de la poblacién animal salvaje.

e Aislamiento de los animales domésticos.

e Realizar estudios epidemioldgicos para tener nocion sobre prevalencia de la enfermedad en la
especies asi como para saber que serogrupo o serovar esta circulando.

e Las mascotas deben vacunarse anualmente.

e Realizar informe anual sobre la situacion de la enfermedad en el territorio (OMS, 2008; Sandow
y Ramirez, 2005).
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Especie Serogrupo Serovar Cepa
L. interrogans Australis Australis Ballico
L. interrogans Icterohaemorrhagiae | Icterohaemorthagiae | RGA
L. noguchi Louisiana Lanka R740
L. borgpetersenii | Ballum Ballum Mus 127
L. interrogans Bataviae Bataviae Swart
L. interrogans Pomona Mozdok 2621
L. meyeri Ranarum Ranarum ICF
L. interrogans Serjoe Hardjo Hardjoprajitno
L. interrogans | Djasiman Djasiman Djasiman
L. kirschnerni (Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V
L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrech [V
L. weilii Celledoni Celledoni Celledoni
L. kirschnen Cynopter Cynapteri 3522C
L. biflexa Samaranga Patoc Patoc |
L. santarosal Shermani Shermani 1342 K (=LT821)
L. wellif Manhao Lincang L14
L. noguchil Panama Panama CZ214
L. interrogans Pomona Pomona Pomaona
L. borgpeterseni | Javanica Javanica \eldrat Batavia

Fuente: Cepario proporcionado por el Laboratorio Nacional de Salud de Guatemala (LNS); que brindé seguimiento y

capacitacion para el mantenimiento del mismo. El cepario fue donado al LNS por el Laboratorio de Referencia

Internacional de Leptospirosis del Instituto de Medicina Tropical de Holanda.



Anexo 6. Anillo o Disco de Dinger en cultivos de Leptospira spp.

Figura 1. En los medios semisélidos la prension de oxigeno provoca un area de mayor

densidad de crecimiento de Leptospira spp.,conocida como anillo o disco de Dinger
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Anexo 7. Consentimiento informado

Universidad de San Carlos de Guatemala
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
Escuela de Quimica Bioldgica

CONSENTIMIENTO INFORMADO

No. de identificacion de la muestra:

Fecha: / /

El participante leerd o escuchard el consentimiento informado antes de firmarlo. En caso de
que no pueda escribir, puede colocar la huella del dedo pulgar.

El objetivo de la investigacion es demostrar la presencia de Leptospira interrogans en
pacientes que asistan al Hospital Infantil de Infectologia y Rehabilitacion.

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa con sintomas parecidos a la gripe o el dengue
que puede llegar a causar la muerte, se transmite por una bacteria que se encuentra en las
ratas y ratones que al orinar la transmiten a humanos y animales domésticos como los
perros, cerdos y vacas. Ademas se transmite por agua contaminada con orina de animales
infectados. Esta enfermedad aumenta con las lluvias debido a que los rios crecen y causan
inundaciones, provocando que el agua se contamine y ayudando a la bacteria a entrar por la
piel, nariz, ojos y boca de animales y personas.

Se obtendra una muestra de sangre (3 mL) que sera tomada en los primeros 7 dias de
iniciados los sintomas y signos compatibles con leptospirosis en pacientes sin tratamiento
antibiotico previo. La prueba que se le hara serad para ver si ha estado en contacto con la
bacteria que causa la enfermedad, por lo que los resultados se le entregaran a la semana de
realizada la toma de muestra.

En ningdn momento la toma de muestra representara algun peligro para la salud. Por lo
tanto, el estudio no conlleva ningan riesgo. Le informamos al participante que no
recibird ningun beneficio econdémico ya que la misma es totalmente voluntaria, por lo
gue esté en la libertad de no aceptar participar en el estudio o salirse de este cuando lo
desee, sin ninguna responsabilidad.

Todos los datos personales son confidenciales y solo lo sabran los investigadores
responsables del estudio. Los resultados no seran impresos de ninguna manera que
comprometa el anonimato de los participantes, sin embargo estos pueden ser utilizados para
otros estudios.

A quién contactar en caso de preguntas:

Br. Karen Natareno, Br. Astrid Herndndez y Br. Nalleli de Ledn, investigadoras
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responsables del estudio, al nimero de teléfono 4187-1554

AUTORIZACION

Me han leido el procedimiento descrito en los parrafos anteriores y lo he comprendido. Los
investigadores me han explicado y han resuelto mis dudas. Voluntariamente doy mi
consentimiento para que las muestras e informacion que brinde sean usadas en el estudio
“Aislamiento e identificacion de Leptospira interrogans en pacientes atendidos en Hospital
Infantil de Infectologia y Rehabilitacion. ”. He recibido copia de este procedimiento.

Nombre completo:

NUmero de cédula o DPI; Extendida en:
Fecha: / /

Firma del participante dia mes afo

Ha sido proporcionada al participante una copia de este documento de
consentimiento informado

Fecha: / /

Firma del informante dia mes afio

Original: estudio  Copia: participante
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Anexo 8. Ficha epidemiologica

Universidad de San Carlos de Guatemala
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
Escuela de Quimica Biologica
Departamento de Microbiologia

Aislamiento e identificacion de Leptospira interrogans en pacientes atendidos en el Hospital

Infantil de Infectologia y Rehabilitacién

INSTRUCCIONES: Escriba en el espacio en blanco la informacién que se solicita. Marque con una X las opciones
que se aplican a los incisos que correspondan seglin las manifestaciones del paciente. Toda la informacion
recolectada en este estudio es estrictamente CONFIDENCIAL.

No. De historia clinica: Servicio: Fecha:  / /

A. Datos generales del paciente:

Nombre completo:
Edad: Sexo:M[ | F[]

Residencia:

B. Detalles clinicos:

D Ictericia D Mialgia D Cefalea

D Fiebre D Petequias D Nauseas
[[] Vomitos [ ] Hipotension [ ] Convulsiones
D Anorexia D Gripe D Fallo renal
D Dafio hepatico D Sufusién conjuntival D Otros:

C. Ha tenido contacto con:

[ ] Ganado bovino [ ] Ratones [ ] Perros
[ ] Ganadoporcino [ ] Gatos [ ] oOtros:
D. Estuvo en contacto con agua de:
[ ] Aguas residuales [ ] Rios [ ] Lagos [ ] otros:
E. Ha realizado viajes en los ultimos 15 dias:
[] si [ ] No [] Dentro del pais, especifique:
[ ] Fuera del pais,

especifique:
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