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OBJETIVO GENERAL

identificar anticuerpos IgM contra Leptospira interrogans en pacientes con sindrome

febril inespecifico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar la presencia de anticuerpos IgM contra leptospira interrogans mediante

inmuncfluorescencia indirecta.



HIPOTESIS

la deteccion de anticuerpos IgM contra Lleptospira interrogans en muestras de
pacientes con sindrome febril inespecifico permitird identificar casos activos de

leptospirosis en la poblacién de estudio.
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RESUMEN

La leptospirosis es una enfermedad emergente a nivel mundial. En el sur del estado de
Sonora no se cuenta con suficiente informacidon de la patologia, por lo que continta
siendo una enfermedad poco estudiada y por lo tanto, subdiagnosticada. En el
presente estudio se hizo la bdsqueda de anticuerpos de tipo IgM contra Leptospira
interrogans mediante la técnica inmunofluorescencia indirecta. Se analizaron 80
muestras de pacientes procedentes de los municipios de Navojoa, Huatabampo,
Etchojoa y Alamos; municipios perteneciente a la Jurisdiccion Sanitaria V. Los
resultados fueron 41 (51.25%) casos positivos y 39 {39 48.75%) resultaron negativos La
seropositividad en mujeres fue de 26 (67.5%) y 13 (32.5%) en hombres, con mayor
nimero de casos en e municipio de Navojoa. La deteccién de anticuerpos IgM
manifiesta la existencia de infeccion activa por Leptospira interrogans, lo cual indica

que es necesario ampliar la busqueda e investigacion sobre esta enfermedad.
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INTRODUCCION

La Leptospirosis, es una enfermedad zoonética, en su forma aguda conocida
como sindrome de Weil y tiene una distribucion mundial, siendo documentado en
paises con clima tropical y relativa humedad. El agente etioldgico de la leptospirosis es
la bacteria del género leptospira y la especie Interrogans; como reservorio se han
descrito a roedores, animales domésticos y mamiferos salvajes. El hombre se infecta de
manera accidental, presenta cuadros clinicos de muy leves a mortales que pueden ser
desde una fiebre recurrente hasta falla renal aguda, meningitis aséptica, hemorragia
pulmonar, arritmias cardiacas y colapso circulatorio.

Existen pruebas seroldgicas como ELISA (Ensayo de Inmunoabsorcién ligado a
enzima) o radioinmunoensayo que pueden detectar anticuerpos o la parte antigénica
de Leptospira Interrogans, sin embargo no brindan alta sensibilidad y suelen presentar
reaccion cruzada con la fraccién antigénica de otras bacterias. La microaglutinacion en
placa (MAT) es reconocida como la prueba de oro por la Organizacion mundial de la
salud con ella se determina el serogrupo y serovar, sin embargo, precisa de
laboratorios con nivel de bioseguridad dos. Asi mismo, se emplean otras pruebas
confirmatorias basadas en la biologia molecular como Southern Blot, Inmuno blot y
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), sin embargo, no estan disponibles al
alcance de los laboratorios clinicos convencionales, por su alto costo.

La deteccidén de anticuerpos a través de inmunofluorescencia indirecta es una
prueba que ofrece una elevada sensibilidad diagndstica que permite determinar la
presencia de Leptospira interrogons a través del hallazgo de anticuerpos antileptospira.

El diagnostico de la leptospirosis sigue siendo complejo, debido a su
polimorfismo clinico siendo subdiagnosticada, ademas los estudios de laboratorio
clinico rutinario no permiten identificar a este agente etiolégico, siendo necesario, el
empleo de técnicas mas especializadas como la inmunofluorescencia indirecta {IFl),

siendo un método Gtil en el apoyo diagndstico de leptospirosis.
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LEPTOSPIROSIS

Leptospiro interrogons

El género leptospiro (L.} pertenece a la familia Leptospiroceae y se divide en dos
especies, L interrogans y L biflexa; la primera comprende las cepas patdgenas vy la
segunda las saprofitas o ambientales. Ambas especies incluyen numerosos serovares
definidos por aglutinacion luego de la adsorcion cruzada con antigenos homdlogos. Se
han identificado mas de 60 serovares de L biflexa y mas de 200 de L interrogans
{Roca., 2006).

Ambas especies presentan dificultades para su tincién, sin embargo, pueden tefirse
débilmente como Gram negativas, tienen forma helicoidal alargada, poseen tamafio de 6-
20 um de longitud x 0,1 micras de ancho. Son aerobias estrictas, de crecimiento lento, y
presentan movilidad por la presencia de flagelos peripldsmicos (Instituto Nacional de
Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2013). Asi mismo, presenta una doble membrana, la
interna que es la citoplasmatica y la exterior conformada por peptidoglicano la cual
posee un lipopolisacérido similar a las bacterias Gram negativas pero es de menor
actividad endotoéxica. Por otro lado, las espiroquetas poseen actividad citotoxica tales
como; fibrolisinas, lipasa y hemolisinas asi como las endotoxinas hialuronidasa y
catalasa quienes en conjunto, juegan un papel importante en la patogenia de ésta
bacteria (Pefa, 2012; Pulido y cols, 2014). La Tabla 1 muestra la clasificacion de las
especies patogenas y saprofitas.

la Lleptospiro interrogans, es la (nica especie patdgena del género bacteriano
Leptospira, la estructura del ADN permite clasificarlos en 15 genomoespecies, y su
composicion antigénica lo clasifica en 25 serogrupos y unos 200 serotipos, siendo estas
de interés clinico y epidemioldgico. Entre las serovariedades patdgenas mas importantes
se encuentran icterohemorragie, canicola, pomona, grippotyphosa y australis {Carrizo y

cols, 2009).



Tabla 1. leptospira, especies patdgenas y sapréfitas (Céspedes, 2005).

Especie Serogrupo Serovar Cepa de referencia
Leptospiras patdgenas

L interrogans ieterohoemorragiae icterohaemorrhagiae RGA
{cterohaemorrhagioe Copenhageni M20
icterohgemorrhagioe foi Lai
Canicola panicula Hond Utrecht IV
Pomona pomona Pomona
Sejroe hard jo Hard joprajitno
Pyragenes pyrogenes Salinem
Autumnalis autumnolis AkiyamiA
Australis australis Ballico
Australis bratislovo fez Bratisiava
Batavige bataviae Van Tienen
Hebdomadis hebdomadis Hebdomadis
Cynopteri cynopteri 3522C
Pomona Mozdok 5621
Balfum balfum Mus 127
Ballum casteilonis Castelfon 3
Panama panamad CZ214K
Tarassovi tarassovi Perepicilin
Sejroe sejroe M84
Mini Georgia L7117

L alexanderi Manhoo manhoa3 L60

L foinei Hurstbridge hurstbridge BUTE

L inadai Lyme lyme 10

L kirschneri Grippotyphosa grippoty phosa Moskva V

L meyeri Semaranga semaranga Velrad Semaranga 173

L bargpetersenii Javanica javanica Veldrat Bat 46

L weillii Celledani celledani Celtedoni

L noguchii Autumnalis fortbragg Fort Bragg

L sontarosai Bataviae brasilienses An 776

Genomospecies 1 Ranarum pingchang 80-412

Genomospecies 4 fcterohaemorrhagioe hualin {1 11-33

Genamospecies 5 Semaronga sgopauio Saopaulo

Leptospiras sapréfita

Genomaspecies 3 Hottand hattand Waz Holland (P438)

L biffexa Semaranga patac Patac |

L. wolbachii Codice codice CDC




Leptospira interrogans tiende a formar un gancho aerobio que se ha diferenciado de
otras espiroquetas patégenas y se puede cultivar en medios artificiales. La temperatura
Optima de crecimiento es de 30°C y el tiempo para obtener una nueva generacion es
de 7 a 10 dias para nuevas colonias aisladas, pero son dificiles de recuperar mediante
cultivos in vitro. El genoma de las leptospiras consiste en dos cromosomas circulares y
el genoma es largo comparado con el de otras espiroquetas como Treponema spp y
Borrelia spp, lo cual indica la habilidad de vivir en diversos ambientes: hospederos
animales y libremente en el medio ambiente (Velazquez, 2014).
Caracteristicas Estructurales y Antigénicas

Se ha observado que leptospira posee varios antigenos expresados en su superficie,
predominantemente lipopolisacdridos (LPS) y proteinas de la membrana externa
{(OMPs). La gran diversidad de serovariedades ha sido atribuida a las diferencias en la
estructura y composicion de los LPS. Muchos trabajos se han centrado en el papel que
cumplen los LP5 en la inmunidad y las bases genéticas de su biosintesis. Al respecto, se
demostré que preparaciones de LPS otorgan inmunidad, pero ésta es especifica para
cada serovariedad. Debido a ello, las investigaciones en antigenos han conducido a las
OMPs, que son capaces de estimular una respuesta inmune heterologa. Se
identificaron proteinas como OmplL1 y LipL41, 1as gue en términos antigénicos se
encuentran conservadas entre las distintas especies patdgenas (Brihuega vy cols, 2009;
Evangelista y Coburn, 2010).

La mayoria de las investigaciones relacionadas con los antigenos de leptospira, se
basan en los lipopolisacaridos, debido a que las variaciones en las cadenas laterales de
carbohidratos son las responsables de la diversidad antigénica observada entre las
diferentes cepas de Leptospirg. Las proteinas de membrana externa desempefan un
papel importante en la patogénesis de la enfermedad. Entre las proteinas aisladas de
serovares de Leptospira imterrogans se encuentran: LipL32, Lipl21, LipL45, Lipl31,

Ompl1, Flagelina/FlaB1, LipL36, Lipl4l, LipL71 y LigA. Dentro de éstas, las proteinas



LipL31 y OmplL1 son candidatas para la produccion de inmunogenos. Lipl32 constituye
el antigeno proteico mas abundante en la membrana externa y el de mayor relevancia
en la respuesta inmune frente a la infeccion natural, tanto en fase aguda como en
convalecencia y ha sido vinculada directamente con la induccién de dafio a nivel de los
tibulos renales (Baquero y cols, 2010; Batista y cols, 2010).

GroEl es una proteina inmunoreactiva dominante, que se encuentra en la fraccion
soluble de la célula. Esta proteina ha sido reportada en especies patogenas y saprofitas
de Leptospira. Se han identificado dos antigenos, p62 y p76, que actuan en sinergismo
con GroEL y DnaK respectivamente. La expresion de las proteinas heat shock, GroEL y
DnakK, se regula a temperaturas elevadas en los hospedaros mamiferos y se reconocen
en el suero de pacientes en la fase aguda y convaleciente de la enfermedad. Se ha
reportado que la mayor parte de la respuesta inmune a enfermedades infecciosas
corresponde a proteinas de tipo heat shock. El determinante antigénico dominante de
GroEL es una region de veinte aminodacidos, ver Figura 1. la proteina GroEL puede
tener reactividad cruzada con proteinas de otras bacterias, o que limita la posibilidad
de utilizarla como marcador especifico de serorreactividad a especies de Lleptospira
(Guerreiro y cols, 2001).

Sindrome Febril Inespecifico

El término sindrome febril inespecifico o fiebre de origen desconocido fue definido por
vez primera en 1930 por Alt y Barker, 30 afios después en 1961 Petersdorf y Beeson
definieron los primeros criterios diagndsticos como: una temperatura superior a 38.3°C
medida en varias ocasiones, con una duracion de mas de 3 semanas. Las causas del
sindrome febril inespecifico son multiples y variadas, la literatura médica muestra
aproximadamente 200 causas distintas asociadas etiologicamente a este sindrome y se
agrupan en tres categorias: enfermedades infecciosas, neopldsicas y autoinmunes

(Fauci y cols, 2008).
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Figura 1. Modelo de la arquitectura de membrana de Leptospira. (Verjovski y cols, 2004).



Serovares de Importancia Clinica en México
Aunque en los ultimos afios han sido introducidos una gran variedad de métodos para
el andlisis genético, tipaje y clasificacion de cepas de Lleptospira, estos no estan al
alcance de la mayoria de los laboratorios clinicos de los paises en desarrollo debido a su
alto costo. La clasificacion seroldgica mediante la técnica de microaglutinacion con el
empleo de antisueros policlonales de conejo sigue siendo el método mas utilizado a
pesar de ser laborioso y limitado para la clasificacién de serovares (Gonzdlez, 2002).
Valencia y colaboradores reportaron un estudio realizado en México en el estado de
Tabasco, los cuales, mostraron la presencia de Leptospira interrogans e identificaron
los serovares responsable causantes de la enfermedad y las defunciones presentadas.
En fa Tabla 2 se muestra los serovares identificados en este estudio. Asi mismo, se
incluye los serovares pyrogenes y cynopteri reportados por otros investigadores los
cuales mostraron similar comportamiento (Romero y cols, 2007; Valencia y cols, 2014).

Zoonosis y Leptospirosis

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), una zoonosis se define
como fa transmisién de cualquier enfermedad o infeccion de animales vertebrados a
humanos. En este sentido fa leptospirosis ademas de ser considerada una enfermedad
zoondtica también es una enfermedad tanto endémica como epidémica y reemergente
que puede simular un cuadro clinico similar a otras enfermedades tropicales como el
dengue, fiebre, tifus, entre otras (Garcia y cols, 2013).

Reservorios y Mecanismos de Transmision
Un vector se define como el medio para transmitir una enfermedad, el cual estd
relacionado con agentes bidticos y abioticos. Para el caso de Leptospira interrogans los
vectores de transmisién son roedores, caninos, porcinos, bovinos, ovinos, equinos e
incluso murciélagos, con quienes el ser humano tiene contacto directo; estos pueden
actuar como portadores asintomaticos o huésped intermediario y como consecuencia

se puede presentar diferentes serovares de acuerdos al reservorio, observar Tabla 3,



Tabla 2. Principales serovares de importancia clinica en México (Gonzdlez y cols, 2002; Vatencia

y cols, 2014)}.

Especie Serogrupo Serovar Cepa de referencia
L interrogans Sejroe hord jo Projitno
L interrogans Pyrogenes pyrogenes Salinem
L interrogons Canicola canicola hond Utrech
L Interrogons Cynopteri cynopteri 3522C
L Interrogons Autumnolis autumnalis AkiyamiA
L Interrogans Icterohaemorragiae icterohaemorrogiae RGA
L Interrogans Pomona pomona Pomona




Tabla 3. Reservorios y su relacion con los serovares patdgenos {Céspedes, 2005)

Reservorio Serovar
Cerdo pomona, torassovi
Vacuno hard jo, pamana, grippotyphaso
Caballo bratisiava
Perro canicola, cynopteri
Oveja hard jo
Rata icterohoernarragiae, copenhageni
Raton ballum, arborea, bim
Marsupiates grippotyphasa
Murciélago cynapteri, walffi




Donde de acuerdo a diversas investigaciones los principales reservorios reportados son
los caninos y roedores (Romero y cols, 2010; Pulido y cols, 2014).

Uno de |os mecanismos de transmision de Leptospira interrogans es a través de la orina
de animales infectados. Este agente se hoOspeda en los tdbulos renales de los
portadores, colonizando persistentemente este sitio para luego ser eliminados por ia
orina (Luna y cols, 2008; Alvarez y cols, 2011). Este fluido bioldgico contamina el agua
de rios, lagos y demas fuentes hidricas que son utilizadas para uso comercial, agricola,
ganadero o para el consumo humano y de animales, lo que favorece una exposicién
directa o indirecta con el humano y pueden entrar al cuerpo a través de cortaduras o
abrasiones en la piel, por las membranas mucosas intactas (nariz, boca, ojos} vy,
probablemente, a través de piel que ha permanecido por mucho tiempo sumergida en
el agua; asi mismo, Ia orina de un paciente con leptospirosis debe ser considerada
infecciosa. (Jobbins y cols, 2014; Pulido y cols, 2014; Valle y cols, 2014).

Otras formas de transmisién de la infeccion son la manipulacion de tejidos de animales
infectados y la ingestion de alimentos o agua contaminada. La infeccién de humano a
humano ocurre raramente por relaciones sexuales, por via transplacentaria de la
madre al feto y por la leche materna, Ademas la transmisién de la bacteria se ha
asociado con actividades de tipo deportivas como 1a canoa, kayak, rafting, vadear y
nadar en aguas contaminadas también con determinadas profesiones y oficios como
veterinarios, agricultores y empleados de mataderos o rastros sugiriendo que estas
actividades aumentan el riesgo de contraer leptospirosis con respecto a la poblacién en
general, aunque la inhalacion de particulas de aerosol también ha sido implicada
(Manual de Procedimientos y Estandarizados para la Vigilancia Epidemiolégica de Ia
Leptospirosis, 2012;Roca, 2006; Enfermedades infecciosas: Leptospirosis, Guia para el

equipo de salud, 2014).



Respuesta Inmunolégica
Los seres humanos reaccionan a una infeccién por Leptospira con la produccion de
anticuerpos especificos. La seroconversion puede ocurrir de 5 a 7 dias después de la
aparicién de la enfermedad pero algunas veces solo después de 10 dias o incluso mas.
Los anticuerpos IgM aparecen, generaimente, mas tempranc que los anticuerpos de
clase igG y permanecen usuaimente detectables por meses o aun afios aunque a bajos
titulos. La deteccion de anticuerpos IgG es mas variable; algunas veces pueden no ser
detectables en suero pero ocasionaimente pueden persistit por varios afios. Los
anticuerpos son dirigidos contra: Antigenos comunes (llamados antigenos génerc
especificos) que son compartidos por todas las leptospiras tanto patdgenas como
saprofitas; Antigenos serovar especificos y serogrupos especificos. Los pacientes con
leptospirosis pueden producir anticuerpos que reaccionan con varios serovares
(Romero E, Claudia M {2008).).
Manifestaciones Clinicas de Leptospirosis

El tiempo entre la exposicién a la fuente de contaminacion y el comienzo de sintomas
es de dos dias a cuatro semanas. Usualmente los pacientes presentan fiebre, cefalea,
mialgias, hemorragia conjuntival o conjuntivitis, postracion, erupcion cutanea,
artralgias, vomito, ndusea, dolor retro ocular, escalofrios, fotofobia, secrecién
conjuntival, dolor en pantorrilias, diarrea, dolor abdominal y dolor de espalda. Ademas
se pueden presentar manifestaciones que sugieran progresion de la enfermedad con
compromiso de organos o sistemas, como: ictericia, oliguria, anuria, hemorragias en
piel, mucosas y tracto gastrointestinal, irritacion meningea, confusion, psicosis, delirio,
arritmias, insuficiencia cardiaca, tos, hemoptisis, falla respiratoria. Si la enfermedad no
leptospirosis., 2014}, segun las manifestaciones clinicas presentadas por Ia
leptospirosis, se agrupan en dos fases: leptospirosis aguda o leptospirémica vy la
autoinmune o leptospitrica como se observa en la Tabla 4 (Levinson, 2004; Vanasco y

cols, 2012).
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Tabla 4. Manifestaciones clinicas de las etapas de leptospirosis (Roca, 2006).

Fase

Leptospirémica

Leptospilrica

Leptospirosis

Fiebre, cefalea, dolor difuso,
conjuntivitis

Muy variable, en muchos casos
asintomdtica, en algunos casos
meningitis o afeccién ocular

Leptospirosis grave

Fiebre, cefalea, dolor difuso,

conjuntivitis.

Ictericia, insuficiencia renal,
didtesis hemorragica,
rabdomidlisis.
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es tratada, el paciente puede desarrollar dafio hepatico, esplenomegalia, meningitis y
dificultad respiratoria. En algunas ocasiones puede evolucionar hasta causar la muerte
(Vigilancia y analisis del riesgo en salud publica protocalo de vigitancia en salud publica:
Datos de Laboratorio Clinico
En los andlisis de sangre suele aparecer elevacién de fa velocidad de sedimentacién
globular (VSG), leucocitosis con desviacion izquierda (células inmaduras) vy
trombocitopenia ligera. En cuadros prolongados puede aparecer también anemia. La
bilirrubina, las fosfatasas alcalinas y la gamma-glutamil-transpeptidasa suelen estar
claramente elevadas, mientras que las transaminasas solo suelen elevarse ligeramente.
En los casos mas graves todas estas alteraciones analiticas son mas marcadas, y
también pueden aparecer trastornos de la coagulacion. Son practicamente constantes
las alteraciones de la funcién renal, entre las que figuran fa proteinuria y la aparicion de
leucocitos, hematies, y cilindros hialinos y granulosos en el sedimento urinario. En los
casos graves también se produce elevacién de los niveles de creatinina y urea en la
sangre. Es igualmente comdn la elevacion de los niveles de las enzimas musculares,
como la creatin-fosfocinasa. En los pacientes con meningitis existe pleocitosis, que
inicialmente es polimorfonuclear, pero posteriormente se transforma en mononuclear;
la proteinorraquia también suele aumentar, pero la glucorraquia suele ser normal
(Roca, 2006; Gallegos y Leandro, 2010).
Diagnostico Diferencial

Debe realizarse con: influenza; fiebre por dengue, fiebre hemorragica por dengue,
infecciones por hantavirus; incluyendo el sindrome pulmonar por hantavirus u otros
sindromes de dificultad respiratoria, rickettsiosis, borreliosis, meningitis aséptica, fiebre
tifoidea y oftras fiebres entéricas, y hepatitis virales (Manual de Procedimientos y

Estandarizados para la Vigilancia Epidemioldgica, 2012).
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Tratamiento

Leptospiras son sensibles a una variedad de agentes antimicrobianos incluyendo las
penicilinas, cefalosporinas, aminoglucosidos y tetraciclinas. Los antibidticos mas
recomendados son de la familia de los beta lactdmicos como penicilina, tetraciclina y
doxiciclina suele ser eficaz si se administran en los primeros dias de la fase
bacteriémica, disminuye la gravedad y Ia afectacion hepatorrenal; incluso cuando se
administra mas tarde con las lesiones ya establecidas, puede ser eficaz, probablemente
debido a Ia base inmunopatologica del mecanismo lesional. En Iz Tabla 5 se resume el
manejo farmacoldgico en funcion de Ia gravedad del cuadro clinico (Carrada, 2005;
Maris y Rago, 2011).

Las tetraciclinas ejercen un efecto bacteriostdtico, inhibiendo reversiblemente Ia
sintesis proteica en células procariotas que contienen ribosomas 70S. Se fijan con gran
afinidad a Ia subunidad 30S y bloquean I3 union del aminoacil-ARNt en el sitio aceptor
(locus A) en el complejo formado por el ARNm y el ribosoma. Ello impide el agregado
de aminodcidos en la cadena peptidica en formacion (sintesis proteica). Las
cefalosporinas entre otros beta lactamicos impiden la formacion de la pared celular,
especificamente inhibe la conexion o ensamblaje de las cadenas de peptidoglicanos
(Gram positivas). La bencilpenicilinas es otro betalactamico el referente de esta
categoria y presenta un mecanismo de accion bactericida en fase de division, por
inhibicion de I3 sintesis de los mucopéptidos de I3 membrana de [a bacteria. Las
bencilpenicilinas inhiben el paso final de la union de peptidogligano mediante su unién
a transpeptidasas, proteinas fijadoras de penicilinas, que se encuentran en la superficie

interior de Ia cubierta celular bacteriana, inactivandolas (Velazquez y cols, 2008).

Epidemiologia
La leptospirosis es una de las zoonosis mas difundidas en el mundo y de gran impacto

en salud publica. Su distribucion es mundial, pero se presenta con mayor frecuencia e
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Tabla 5. Tratamiento para leptospirosis (Modificado de Guidugli F (Guidugli, Castro, & Atallah,

2009) (Guidugli, Castro, & Atallak, 2009)y cols, 2008).

Fase Antibidtico Dosis Frecuencia
Quimioprofilaxis Doxiciclina 200mg 1 vez por semana
Forma leve Doxiciclina 200mg Cral, diario
Amonxicilina 500mg Cada 6 horas
Ampicilina 500-750mg Cada 6 horas
Forma moderada | Penicilina G 5 millones U/dia, cada 6 horas
O grave Ampicilina 0.5-1gr Cada 6 horas

Los casos graves suelen ser tratados con altas dosis de bencilpenicilinas.
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los tropicos debido a factores ambientales, climaticos y sociales que favorecen su
transmisioén. En la actualidad la epidemiologia de la enfermedad ha cambiado,
especialmente en ambientes ocupacionales y rurales en donde los riesgos asociados
han disminuido, pero se ha incrementado el reporte de brotes en zonas urbanas y en
poblaciones con diferentes niveles de riesgo, siendo considerada como una de las
enfermedades infecciosas reemergentes. Esta enfermedad afecta la produccion animal
y la salud del humano por lo que tiene un impacto importante a nivel sanitario
(Romero, 2010; Rodriguez e Irlene, 2011). El nimero de casos que ocurre
mundialmente no es conocido con precision. De acuerdo con los reportes disponibles,
la incidencia, la incidencia anual varia dentro de un rango desde aproximadamente 1
por cada 100 000 en climas templados hasta 100 por cada 100 000 habitantes en climas
himedos tropicales y de 300,000 a 500,000 nuevos casos en Latinoamérica incluido
México (SS5A, 2012; Sanchez, 2015).

En México, los primeros estudios fueron realizados por Noguchi y Klieger en Yucatan,
en 1919. Posteriormente, en 1921 Pérez Grovas aislo, en Veracruz, la Leptospira en
pacientes considerados como casos de fiebre amarilla, En 1928, también en Veracruz,
Castafieda cultivd las Leptospiras en Rattus norvegicus. Gastélum (1931) en Mazatlan,
refirié la existencia de leptospirosis en los litorales mexicanos. Seis afios después,
Bustamante describié tres casos de enfermedad de Weil, uno de ellos confirmado
serologicamente por Bauer, en Nueva York. Varela y colaboradores, a partir de 1930 y
hasta 1969, realizaron varios trabajos que abarcan estudios en humanos, asi como en
algunas especies animales en diferentes partes de la Repiblica Mexicana. En Jalisco, la
primera referencia data de 1961, con una tasa de 34.9% en la poblacion de La
Manzanilla. Sin embargo, este resultado no fue ratificado en la encuesta nacional de
1965. En Chiapas, en 1975, el Centro de Investigaciones Ecologicas del Sureste reporto
una seropositividad de 14.5% en humanos. En Yucatan se reportd una seropositividad

en humanos similar (14.1%) a la reportada en Chiapas, con predominio en el area rural
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{18.9%) con respecto a la urbana {8%). En 1985, Velasco Castrejon inicié el estudio
clinico de fa fase cronica de fa leptospirosis, muy comin en Meéxico, al arribar al
instituto de Seguridad del Estado de Tabasco {Zuitiga, 2013).
En 1997, se reporté la coexistencia de leptospirosis y dengue en tres casos estudiados
en Campeche, Colima, Tabasco y Distrito Federal. En 1998, en Chiapas, durante la
depresion tropical nidmero 10, se presentaron casos de sindrome febril que
inicialmente fueron sospechosos para dengue. Posteriormente, en 14.8% de los
enfermos se aislé la Leptospira de las serovariedades icterchoemorragiae y conicala. La
leptospirosis no tenia reporte en el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica en
Meéxico. Fue hasta el afio 2000 cuando se inicié su registro de manera continua en el
Sistema de Notificacién Semanal de Casos Nuevos de Enfermedad sujetos a Vigilancia
Epidemioldgica, ver Figura 2 (Carrada y cols, 2002-2005; Lozano, 2013).
El primer estudio de leptospirosis en Sonora se realizé en 1998 en ganado bovino, las
serovariedades con mayor prevalencia fueron hordjo, wolffi y tarossovi. Los Estados
que presentaron una incidencia mayor fueron Hidalgo, Sinaloa, Veracruz, Tabasco,
Sonora y Yucatan, que reportan entre 0.22 a 9.80 casos por cada 100 000 habitantes, el
grupo de edad mas afectado fue el de 50-59 afios, predominando el sexo mascufino. En
este mismo contexto reportd (Gaz y Anduro, 2013), la presencia de Leptospira en ¢l sur
del estado de Sonora {Lugo y cols, 2015).

Profilaxis
En nuestro pais, existe la NOM-029-55A2-1999, para la vigilancia epidemioldgica,
prevencion y control de la leptospirosis en el humano. la leptospirosis es una
enfermedad de notificacion semanal, a través del formato denominado “Informe
Semanal de Casos Nuevos de Enfermedades” y, en caso de brotes, se debe notificar de
manera inmediata en los formatos que establece el 6rgano normativo nacional (NOM-

017-55A2-1994). Ambas normas la NOM- 017-S5A2-1994, pora lo vigiloncio
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Figura 2. Estados con casos confirmados de Leptospirosis de 2000-2010 (Zafiga, 2012).
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epidemiologica y la NOM-029-SSA2-1999, para Io vigilancio epidemioldgica, prevencion

y control de la leptospirosis en el humano tienen como objeto establecer las medidas

preventivas, de control y de vigilancia epidemioldgica de la leptospirosis en el humano.

Dichas normas establecen que la prevencion de la leptospirosis en la poblacién general

se lleva a cabo mediante actividades de promocion de la salud, saneamiento basico,

proteccion de grupos en riesgo, asi como de animales domésticos y de interés

econdmico (Zahiga, 2013).

La educacion a la poblacion es vital por lo que se debe educar sobre la enfermedad, su

distribucion, formas de transmision, manifestaciones clinicas, reservorios y sobre todo

de acciones preventivas como:

v

Mantenimiento de areas domiciliarias libres de escombros que sirvan de abrigo
a los roedores

Limpieza y desinfeccion de areas posiblemente contaminadas con orina de
roedores {suelo, techos)

Evitar caminar descalzo en la vivienda o sus alrededores

Evitar la contaminacion de agua de consumo y alimentos, lavarlos antes de su
uso.

Mejorar los habitos de higiene y manipulacion de alimentos. adecuado
almacenamiento de los mismos.

Desinfeccion de las latas de alimentos.

Si no se dispone de agua potable, educar para realizar desinfeccion fisica o
quimica.

Posterior a periodos de inundacién o lluvias, se debe limpiar y desinfectar el
agua o lodo residual que se encuentre en las viviendas (OMS., 2008; Protocolo

de Vigilancia en Salud Pablica, 2014).



Métodos Diagndsticos de Leptospira interrogans

Cultivo

Las muestras para cultivo deben ser multiples y tomadas segun el estadio de la
enfermedad; en la primera semana, de sangre y de liquido cefalorraquideo {LCR), y de
la segunda semana en adelante, de orina. La Leptospira puede permanecer en la orina
hasta 11 meses después de iniciada la enfermedad. Las leptospiras se cultivan en
medios artificiales constituidos por una solucion de sales minerales, peptona, agar,
aminoacidos ademas se afiade suero de conejo al 10% y acidos grasos de cadena larga
como principal requerimiento nutritivo del microorganismo. la membrana
corioalantoidea de huevos embrionados de gallina puede también ser utilizada para el
cultivo de leptospiras; dentro de estos medios podemos mencionar el medio Stuart
(Dammert, 2005).

Otro medio util para el cultivo de Leptospira es el medio de Ellinghausen, McCullogh,
Harris y Johnson o EMIH el cual contiene albumina bovina al 1% con tween 80,
necesitando un pH 6ptimo de 7.4 para el crecimiento. La incubacion se realiza a 28-30
°C, el tiempo de duplicacion es lenta, aproximadamente de 12 a 24 horas. Debido a su
lento desarrollo, sélo se observa crecimiento después de transcurrida una semana; sin
embargo, no debe considerarse el cultivo como negative sino hasta transcurrido un
mes. El crecimiento en medios liquidos se manifiesta por enturbiamiento; y en los
medios semisdlidos, el desarrollo se inicia a 1-2 ¢m de la superficie, las colonias crecen
mejor en aerobiosis donde desarrollan colonias redondas de 1-3 mm de didmetro en 6-
10 dias, ver Figura 3 (Laguna y cols, 2000; Carrada., 2005; Dammert, 2005).

El medio de cultivo Fletcher es otra alternativa para la recuperaciéon de Leptospira, a
este medio semisolido se le adiciona tween 80-albumina de 1-3 gotas en 5 mi de medio
y se incuba a una temperatura de entre 28 y 30°C en la oscuridad durante 5 a 6
semanas (Gonzadlez y Cols.,, 2006). En los medios de crecimiento semisdlidos el

crecimiento de leptospiras se aprecia la formacion de un anillo de turbidez debajo de la
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Figura 3. Microscopia de interferencia de leptospira pomona proveniente de un cultivo.

(Carrada-Bravo, 2005).
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superficie, de unos 0.5 a 1 cm de espesor, que aparece de 6 a 14 dias posteriores a la
inoculacién. la adicién de 5-fluoruracilo al medio evita la contaminacién bacteriana y

permite mejores aislamientos (Garcia y Cols, 2012).

Microscopia de Campo Oscuro

En la microscopia de campo oscuro, una luz oblicua es emitida hacia las leptospiras
sobre el portaobjeto mediante el uso de un condensador especial, mientras la luz
central es interrumpida, ver Figura 4. Las leptospiras se destacan como hebras de plata
sobre el fondo oscuro. Es esencial usar un microscopio de campo oscuro de buena
calidad (OMS, 2008).

El uso del microscopio para detectar las leptospiras en fluidos o tejidos biolégicos
(sangre, orina, LCR) podria ofrecer un diagndstico rapido. Sin embargo en las muestras
de sangre obtenidas durante la fase leptospirémica la concentracion de
microorganismos es tan baja, que dificulta su deteccion, Ademas. el examen directo de
muestras clinicas o sus concentrados en el microscopio de campo oscuro y los métodos
de tincion convencionales son poco sensibles, debido a la interferencia de artefactos
“pseudoespiroguetas” que confunden adn al personal especializado. Por esta razén el
diagndstico microscopico debe confirmarse mediante cultivo y serologia (Céspedes,
2005; WHO, 2003).

Inmunoabsorbancia Ligada a Enzima (ELISA)

Como prueba preliminar para el hombre y los animales, se puede utilizar la prueba en
placas con antigenos inactivados, que es rapida y facil de realizar. En particular, esta
prueba es muy (til para diaghosticar la enfermedad en rebafios o en la medicina
veterinaria. Como prueba género especifica se ha empleado la de aglutinacién en placa,
sirviéndose como antigeno de una cepa patoc de leptospiras saprofitas (L. biflexa) para
determinar si el paciente sufre de leptospirosis, la reaccion a esta prueba es marcada
en el periodo agudo de la leptospirosis y luego se negativiza rapidamente. Se pueden

determinar clases de inmunoglobulinas IgM e IgG; la IgM aparece después de la
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Figura 4. Principio del microscopio de campo oscuro.
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primera semana de la enfermedad y la IgG después de varias semanas. La prueba solo
detecta anticuerpos género especificos y no es apropiada para la identificacion del
serogrupo o serovar. Los anticuerpos en los sueros a estudiar son puestos en contacto
con un antigeno fijado en una placa de microaglutinacion. Luego de un periodo de
incubacion y numerosos lavados con la finalidad de lavar los excesos de anticuerpos, se
afiade un anticuerpo antiespecie (a la cual pertenece el suerc probade) conjugado con
una enzima que actuara sobre cierto sustrato y por consecuente una coloracion a la
que se le medira una absorbancia {Levett.,, 2001; Manual de procedimientos y
estandarizacion para la vigilancia epidemiolégica de la Leptospirosis, 2013; Chaudhry y
cols, 2013).
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
El desarrollo de técnicas de biologia molecular juega un papel importante en el
diagnostico temprano de la leptospirosis, el cual esta enfocado en la deteccién directa
de secuencias blanco de ADN de leptospiras en muestras clinicas. Los métodos basados
en el ADN como es el caso de PCR que han permitido la identificacion de especies de
leptospiras patdgenas y no patégenas. La PCR se usa para detectar el ADN de
Leptospira en muestras clinicas. Iniciadores {secuencias cortas de ADN que son
especificas para leptospiras), en combinacion con una polimerasa del ADN estable al
calor, en presencia de nucledtidos y sometidos a ciclos de temperatura, amplifican una
seccion del ADN de Leptospira. La PCR puede ser empleada con sangre, orina, liguido
cefalorraguidec y muestras de tejido ante o post-mortem (OMS, 2008; Cardona vy cols,
2008).
Southern Blot

Esta técnica estda enfocada en la deteccion directa de secuencias blanco de ADN de
leptospiras en muestras clinicas. La técnica se basa en e empleo de ADN con
secuencias especificas llamadas sondas. Fue desarrollada por E. M. Southern para la

deteccion de genes especificos en el ADN celular. El ADN es digerido con una enzima de
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restriccion y los fragmentos son separados por tamafios mediante una electroforesis en
un gel. Se realiza tincion con bromuro de etidio para comprobar la calidad de la
electroforesis y del ADN. Posteriormente los fragmentos de ADN de doble cadena son
parcialmente hidrolizados con un acido débil y desnaturalizados con NaOH para
permitir la transferencia. Posteriormente, el ADN es transferido a un filtro de
nitrocelulosa, con lo que en el filtro queda representada una réplica de la disposicién
de los fragmentos de ADN presentes en el gel. A continuacion el filtro se incuba
durante un tiempo con la sonda marcada (radiactivamente o con un fluocrocromo);
durante la incubacién la sonda se va hibridando a las moléculas de ADN de cadena
sencilla de secuencia complementaria (0 muy parecida). La sonda unida al fragmento
de ADN complementario se puede visualizar en el filtro de una forma sencilla mediante
una exposicion a una pelicula de rayos X para el caso de sondas radiactivas o con una
pelicula sensible a la luz, para el caso de sondas con fluorocromo (Enfermedades

infecciosas: Leptospirosis, 2014).

Microaglutinacién en Placa (MAT)
La microaglutinacion, es la prueba de referencia de la Organizacion Mundial de la Salud
y estd disponible en laboratorios especializados y de referencia, pero presenta una
sensibilidad variable dependiente del nimero de serovares probados en el panel de
evaluacion seroldgica y de la inclusién de cepas locales, requiere sueros pareados para
la deteccién de la seroconversion (que es el pardmetro de confirmacion de caso), la
prueba de aglutinacion microscépica (MAT) es considerada la “prueba de oro” o la
piedra angular del serodiagnostico por su insuperable especificidad diagnostica
{serovar/serogrupo} en comparacidn con otras pruebas disponibles actualmente. Al
utilizar leptospiras vivas se presenta el riesgo ocupacional de infeccién para el personal
de laboratorio (Manual de Procedimientos Estandarizados para la Vigilancia

EpidemiolGgica de la Leptospirosis, 2012).
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La MAT es el método o técnica en la que los sueros de pacientes se hacen reaccionar
con suspensiones de antigenos vivos de serovares de leptospiras. Tras la incubacion, las
mezclas de suero-antigeno se examinan al microscopio de campo oscuro para observar
la aglutinacion, y se titula la aglutinacion. Anteriormente, el método se le conocié como
prueba de lisis debido a la formacion de grumos de lisis, ésta aglutinacion tiene células
vivas. Los anticuerpos aglutinantes pueden ser de las clases IgM e IgG. Los de clase lgM
son los que se producen en la infeccion primaria y corresponden a una infeccion
reciente o actual pero pueden ser detectables por meses e incluso afios, los de clase
lgG se generan en la infeccion secundaria y tardiamente en la infeccion primaria
permaneciendo desde meses hasta afios también. La técnica de MAT no discrimina
entre el tipo de anticuerpo detectado. los pacientes producen, normalmente,
anticuerpos aglutinantes contra el serovar infectante; sin embargo, anticuerpos con
reaccidn cruzada frente a otros serovares también son a menudo encontrados, siendo
esto particularmente notable al inicio de la infeccion. La mayor ventaja de la MAT es su

alta especificidad (Levett, 2001; Carrada y cols, 2002).

Caracteristicas de la muestra

la muestra puede ser sangre completa, orina, liquido cefalorraquideo (LCR)
principalmente, incluso biopsia de tejidos infectados por leptospira, sin embargo la
muestra de predileccion y por ser mds practica su obtencidon es la sangre completa
periférica. Para ello se recomienda sea extraida lo mas temprano posible frente a la
sospecha de la enfermedad, fase aguda de la enfermedad. Si las muestras no se van a
procesar inmediatamente se deben colocar en microtubos y poner en congelacion
hasta el momento en que se vayan a procesar las mismas (Medrano y cols, 2011).

Se recomienda tener muestras pareadas para hacer un diagnodstico por laboratorio
certero, por lo que para considerar un caso positivo se necesita un incremento de 4
veces ¢ titulo en los sueros pareados sin importar el intervalo entre las muestras

(Céspedes., 2005; Leveett.,, 2001). Se requiere estudiar muestras pareadas de 7 a 14
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dias de intervalo de la primera y si se observa que ha habido seroconversion, se
considera de valor diagnéstico es necesario un intervalo mas largo entre las muestras o
muestreo repetido. Es importante considerar que para muestrear LCR debera realizarse
durante la fase aguda de fa enfermedad y puede ser eficaz en orina después de la
segunda semana del inicio de la enfermedad. Para muestras de orina debe realizarse el
cultivo lo mas pronto posible, ya que las espiroquetas sobreviven unas pocas horas en

fa orina con un pH acido (Sandow y Ramirez, 2005).

Recoleccién de la muestra

Procedimiento que consiste en la obtencién de uno ¢ varios especimenes bioldgicos
con el fin de encontrar la causa o factores etioldgicos de patologias causadas en el
humano. Por tal motivo es importante garantizar la calidad en la obtencién de Ia
muestra y la informacién que debe acompaiiarla durante |a etapa preanalitica, analitica
y postanalitica. Los errores en cuaiquiera de las etapas o fases analiticas de la muestra
se traducen en pérdidas econdmicas y de tiempo importante para el paciente y el
clinico, asi como la mala utilizacion de recursos, y lo mas grave, a diagndsticos erréneos
de gran impacto en el pronostico y la seguridad en la atencién de los pacientes.
Antigenos

Los antigenos que se utilizan en ésta técnica son cultivos vivos de Leptospira (Sandow y
Ramirez, 2005; Medrano y Cols, 2011). La prueba requiere de la bacteria con 10 dias de
crecimientc en medio de cultivo liquido Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris
(EMJH) y requiere de evaluacién previa como la edad, tiempo de incubacion,
temperatura, puntc de corte y densidad del antigeno en el cultivo puede influir en ef
titufo de aglutinacion. De acuerdo con el Subcomité de Taxonomia en Leptospira, e
punto de corte se define como la dilucién del suero que muestre el 50% de
aglutinacion, dejando 50% de células fibres, cuando se le compara con un control que

consiste de cultivo diluido 1:2 en tampon fosfato salino {Carbrey, 1960; Bello-Piericcini
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y Rodriguez, 2011). Para la realizacion de la prueba se utilizan cultivos jévenes con una
transmitancia del 60-70 % a 400 nm de longitud de onda (Sadow y Ramirez, 2005).
iInmunofiurescencia
La técnica de inmunofluorescencia tiene la propiedad de emitir luz ultravioleta (UV),
siendo emitidas a una longitud de onda variable y ser visible al ojo humano. La luz
emitida entra en contacto con un fluorocromo por un lapso de tiempo corto,
observandose una luz fluorescente indicando que la molécula se encuentra en estado
de mayor energia o de excitacién. Una de las caracteristicas de esta técnica es la fuente
luminosa (lampara de mercurio 0 haldgena) en donde se debe emitir la mayor cantidad
de luz ultravioleta en el limite del espectro visible. 1a eleccion de la fuente de luz y los
filtros depende del fluorocromo especifico de acuerdo a los requisitos de excitacién y
emision {Silva, 2007; INDRE, 2015).
Tipos de fluorocromos y aplicaciones
El uso de fluorocromos de diferente longitud de onda de excitacion y su maxima
emisién permite la deteccién simultanea de dos 0 mas microorganismos, para esto se
deben contar con un microscopio que permita observar los diversos espectros de
colores. El empleo combinado de fluorocromos debe tener picos de emision en los que
no se presente solapamiento de espectros entre las sondas. Los marcadores que sean
mas foto estable se deben usar en muestras con baja cantidad de sitios diana. Dentro
de los marcadores mas usados para estudios microbiologicos, estan los derivados de la
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina y carboxifluoresceina-N-hidroxisuccimida
ester. De los derivados de la rodamina se encuentran la tetrametil rodamina
isotiocianato y el rojo Texas (Hernandez y Gomez, 2011).
El isotiocianato de fluoresceina, y lisamina rodamina son los fluorocromos mas
empleados en la inmunologia para detectar y cuantificar los anticuerpos circulantes
ocasionados por sustancias extrafias denominadas antigenos, producidas por bacterias,

parasitos, virus y hongos (Montiel y cols, 1997, Fundora y cols, 2012).
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Con frecuencia se utiliza esta técnica cuando hay la presencia de Leptospira en
sedimentos de orina o en la medicina veterinaria para el analisis de tejidos. Su mayor
desventaja es que requiere la produccion de antisueros policlonales de buena calidad y
necesita la utilizacion de microscopio de fluorescencia. Puede detectar Leptospira en

los tejidos o fluidos del feto o de animales infectados (OMS, 2008).

Métodos de inmunofluorescencia directa e indirecta

Se presentan dos métodos de inmunofluorescencia, la directa {IFD) y la indirecta (IF}),
las cuales pueden presentar variaciones en su sensibilidad, especificidad, rapidez de la
técnica, cantidad minima de muestra requerida aun cuando se encuentren
contaminadas, no requiere procesos estériles, entre otros. La técnica de IFD se realiza
en un solo paso de montaje, la muestra del paciente se coloca en un portaobjeto,
adicionandole un anticuerpo marcado con un fluorocromo. Se deja reposar para que se
realice una interaccion antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) y se elimina el exceso de
fluorocromo y se observa con un medio de montaje constituido de aceite de inmersion
y glicerol. Al observarse la emisidon fluorescente verde manzana, se considera una
reaccidn positiva (Tortora y cols, 2007).

La Inmunofluorescencia Indirecta (IFl) en el que un anticuerpo secundario marcado con
un fluorocromo, se utiliza para reconocer el anticuerpo primario del paciente. El
marcaje inmunofluorescente se puede realizar en células fijadas sobre portaobjetos.
Las muestras marcadas son examinan bajo un microscopio de fluorescencia. La técnica
se efectua en dos pasos, la formacién de un complejo del antigeno conocido con el
anticuerpo del paciente y la colocacion de un segundo anticuerpo especifico marcado
con un fluorocromo. Observandose en las reacciones positivas una fluorescencia de
color wverde manzana, indicando que existe una interaccion Ag-Ac. Lla
inmunofluorescencia indirecta es una alternativa que complementa el diagndstico de
leptospirosis y los estudios seroepidemioldgicos. La inmunofluorescencia indirecta es

una alternativa que complementa el diagndstico de leptospirosis y los estudios
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seroepidemioldgicos afirman algunos investigadores, ver Figura 5 (Agudelo y cols,
2006; Tortora y cols, 2007).

Aplicaciones de la inmunofluorescencia

El uso de la inmunofluorescencia ha permitido grandes avances en el diagnéstico al
contribuir como una técnica de laboratorio relativamente accesible por su costo,
ademas de su implementacion en laboratorios convencionales. Con el apoyo de la
inmunofluorescencia se han generado nuevos diagndsticos en las dreas de

bacteriologia, Virologia, Parasitologia entre otras, ver Tabla 7 (Fraile M, Mufioz M,

2010; Huneeus y cols, 2009).
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Figura 5. Principio de la inmunofluorescencia directa {{FD) e indirecta (IFl} (Gaz y Anduro,

2013).




Tabla 7. Aplicaciones diagndsticas de la inmunofluorescencia directa e indirecta (Suarez y cols,
2005; Rabagliati v cols, 2004; Palomino y cols, 2010; Figueras y cols, 2010; Leyva y Delgado,
2006).

Area de aplicacién Inmunofluorescencia directa | inmunofluorescencla Indirecta
Bacteriologia Ej -Chlamydia trachomatis Ej Coxiello burnetii
Virologia Lj Virus de lo influenza L} - virus del dengue
Parasitologia Li Toxoplasma gondii Ei Acanthomoeba spp.

Ej. Pneumaocystis jirovecii Ej - Candida albicans
Micologia

- Coccidioides imrmnitis -Aspergiflus spp.

Histopatologia
Principalmente en £j — Lupus eritematoso
e'?nf ermedades _____ -Enfermedades renales
infecciosas o
autoinmunes
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MATERIALES Y METODOS

Poblacion de Estudio y Tamaiio de la Muestra
El universo de estudio lo constituyé un total de 80 muestras obtenidas de pacientes
provenientes de cuatro municipios del sur del Estado de Sonora (Alamos, Etchojoa,
Huatabampo y Navojoa) que conforman la Jurisdiccion Sanitaria No V en € periodo
comprendido del 2013 al 2014, ver Figura 6. Las muestras fueron recolectadas de
pacientes procedentes del sector salud o que fueron referidos al Laboratorio de
Investigacion Zoonosis y Enfermedades Tropicales (LIZET) ubicado en la Universidad de
Sonora, Unidad Regional Sur.
Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo a los reglamentos
generales de un laboratorio clinico, asi como lo establecido por la Norma Oficial
Mexicana, NOM-087-ECOL-SSAL. Residuos peligrosos biolégico-infecciosos. Clasificacion
y especificaciones de manejo. Asi mismo se conté con la participacion como
colaboradores de los quimicos del laboratorio SONORALABS.
Criterios de Inclusion
Cursar con cuadro febril inespecifico, firmar una hoja de consentimiento donde acepte
participar en el protocolo de investigacion, accediendo a la toma de muestra sanguinea
asi como contestar y lienar un formato de registro clinico con la entrevista que el médico
le realice.
Criterios de Exclusion
Padecer hiperlipidemias, no estar en ayuno, encontrarse bajo el efecto de sustancias
téxicas (drogas o alcohol), no responder en su totalidad al cuestionario o no hacerlo
claramente.
Recoleccion y Conservacion de las Muestras
La muestra que se obtuvo de los pacientes fue sangre total periférica de la siguiente

manera;
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Se extrajeron aproximadamente entre 5y 6 mi de muestra a cada paciente, utilizando la
técnica de sistema cerrado Vacutalner. Después de 15 minutos transcurrldos, se
centrifugaron las muestras a 3500 rpm para obtener suero, mismos gue se dispensaron en
microtubaos (alicuotas) para ser asi, almacenados en un ultracongelador (Marca SANYO) a -
PG,
Valoracidn Clinica
la seleccidn de los pacientes se hizo en base al diagndstico clinico del sindrome febril
inespecifico, después de ser valorados clinicamente mediante la exploracion fisica e
interrogatorio por parte del médico. En Anexos 1y 2, se muestra el formato de registro
medico de los pacientes cuyos signos correspondieron al sindrome febril con
diagnostico probable de leptospirosis asi como también la carta de consentimiento de
los pacientes para particlpar en la investigaciéon. Posteriormente se les pidid a los
pacientes firmar una carta de consentimiento para ingresarlos al protocolo de
investigacion.
Deteccion de Anticuerpos IgM Contra Leptospira interrogans

La deteccién de anticuerpos contra Leptospira interrogans se realizé de acuerdo a las
especlficaciones comerciales de tipo IgM Antibody Kit, Leptospirosis IFA (Marca FULLER
Laboratorios, Numero catdlogo LEM-120). Se incluyeron controles positivos y negativos
los cuales permitleron validar la estabilidad del kit. La sensibilidad y especificidad de la
técnica es de 89.2% y 98% respectivamente. Para la observacién de las laminillas se
utilizé un microscopio de fluorescencia (Marca Lelca, DM LS}, conectado a una fuente
de luz HBO 100W y un filtro con rangos de excitacion 470 - 490 nm y emision 520 - 560
nm, ver Figura 7. La observacidn microscopica se efectué por el método de

inmunofluorescencia Indirecta sin utilizar cubreobjetos.
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Figura 7. Microscopio de fluorescencia marca Leica.
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Preparacion de Muestras y Reactivos
Los sueros y reactivos fueron preparados como indica el procedimiento del kit
comercial, utilizados a temperatura ambiente {24-26°C). A continuacion se describe el
procedimiento:

o Se realizé una dilucién 1:5 empleando suero del paciente (5 pl} y diluyente lgM
comercial {20 pl). Se mezclé y reposé por 5 minutos. Posteriormente fueron
centrifugados a 1500 rpm (Marca beckton Dickinson & co} durante 5 minutos.
Del sobrenadante se recolecto 5 pl y se adiciond 45 pi de solucion salina buffer
de fosfato (solucion PBS} obteniendo una dilucién final de 1:50.

o Se emplearon tres controles positivos y un negativo: concentrado (50 pl),
diluido 1:4 {10 pl control: 30 pl con solucién PBS) y 1:8 (Sul control: 35ul con
solucién PBS). E control negativo se utilizo sin diluir.

o El montaje de los controles y muestras fueron adicionados en cada pocillo con
un volumen de 10 pl en el siguiente orden: control positivo concentrado, diluido
1:4, diluido 1:8, control negativo y las muestras. Se realizan dos incubaciones
en una camara hiumeda a 37.0 + 20°C por 30 minutos. la primera
inmediatamente después de colocar los controles y las muestras. Al finalizar el
tiempo de la primera incubacién se realizaron dos lavados con solucion de PBS a
cada pocilo, cuidando de no contaminar los pocillos contiguos e
inmediatamente se agregé una gota del conjugado enzimatico a los controles y
muestras {aproximadamente de 40 a 50 yl} se realiza la segunda incubacion y se
repite el mismo procedimiento de lavado. Se eliminé el exceso de solucion de
PBS con papel secante (por contacto) y se afiadid una gota de medio de Mmontaje

{glicerol) a cada pocillo para la observacién al microscopio de fluorescencia.
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o Posteriormente se realizo un barrido con el objetivo 100x siguiendo el
orden de montaje de los controles y posteriormente las muestras, para
homogenizar el medio de montaje y en ese mismo orden se realiza la

observacion, ver Figura 8.

o Los controles positivos presentaron una fluorescencia verde manzana y
el control negativo sin fluorescencia, ver Figura 9. Es positiva la muestra
del paciente cuando fa fluorescencia sea observada similar a la dilucion

del control positivo concentrado, dilucion 1:4 y hasta dilucién 1:8.
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Figura 8. Barrido del medio de montaje y observacidn en el microscopio.
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Control Positivo sin
diluir

Control Positive 1:4

Control Positivo 1:8

Controt Negativo

Figura 9. Interpretacion de controles.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis de Resultados y Discusion
Se estudiaron 80 muestras de pacientes procedentes del sur del estado de Sonora, los
cuales fueron: Navojoa 53.75% (43/80), Huatabampo 26.25% (21/80), Etchojoa 12.5%
(10/80} y Alamos 7.5% (6/80), ver Tabla 8, La poblacién urbana representd un 67.5%
(54 personas) y un 32.5% (26 sujetos) la poblacién rural. El rango de edad varié entre
los 4 a 52 afios, con una media de 29.10. La distribucion segin el sexo correspondio al
género masculino con 41.25 % (33/80) y femenino con 58.75% (47/80).
Los resultados obtenidos para la deteccion de anticuerpos tipo IgM contra el antigeno
de Leptospira interrogans demostro un 51.25% (41/80} en total de casos positivos y un
48.75% (39/80) resulto negativo. La seropositividad en mujeres fue de 67.5% (26/80) y
en hombres 32.5%% (13/80).
De los 41 pacientes positivos con diagndstico del sindrome febril inespecifico
sospechoso a Leptospirg interrogons, estos presentaron con mayor frecuencia fiebre
(100%), cefalea (98%), artralgia (71.2%), mialgia (62.2%), insomnio (37.5%), nauseas
(36%) y escalofrios (33.7%). También se presentaron con menor frecuencia otros
sintomas como: vomito (31%), dolor retrocular (29%), conjuntivitis (26.2%), fotofobia
(17.5%), y dolor de espalda (12.5%), ver Figura 10.
la leptospirosis es una zoonosis de distribucién mundial, considerada actualmente
como enfermedad emergente, transmitida a los humanos por exposicion ocupacional y
contacto directo o indirecto con fluidos de animales infectados, como los roedores,
caninos, porcinos y ganado vacuno, la presentacion clinica del cuadro infeccioso
representa un reto diagndstico en areas endémicas para esta zoonosis y otras
enfermedades infecciosas que clinicamente se manifiestan con cuadros similares y que
comparten el mismo perfil de riesgo desde el punto de vista epidemiolégico vy

ambiental. Por lo anterior, la enfermedad puedes ser subvalorada o subdiagnosticada



Tabla 8. Muestras analizadas por municipios.

Municipio Personas % Hombres Mujeres
Navojoa 43 53.75 16 27
Huatabampo 21 26.25 8 13
Etchojoa 10 125 7 3
Alamos 6 75 2 4
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Figura 10. Sintomas clinicos presentados por los pacientes.
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siendo identificada en la fase aguda de la enfermedad (Sindrome de Weil) donde
incluye el compromiso de 6rganos como rifiones, vaso y el higado principalmente. En
algunos casos solo se diagnostica por autopsia {Agudelo, 2005; Velasco y cols, 2009;
Climans y cols, 2014).

Sonora es considerado uno de los estados del pais con mayor incidencia de
Leptospirosis reportado desde 2000 (Zufiga y Caro, 2013), asi mismo, Carrada y cols,
2005 mostraron la presencia de Leptospira interrogans en ganado vacuno, por otro
lado, Gaz y Anduro, 2013, reportaron la presencia de anticuerpos de tipo IgM e IgG
contra el antigeno de Leptospira interrogans por el método de ELISA en pacientes
procedentes del sur del estado de Sonora.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio los casos positivos de
anticuerpos de tipo IgM contra Leptospira interragans por IFl (51.25%), son similares a
los reportados por Hernandez y cols, (2014) en un estudio donde se analizaron 51
muestras y los resultados evidenciaron el 62.7%, casos positivos. Ademas Nosshin y
Sedighe, 2012 reportaron la presencia de anticuerpos de tipo IgM de 90 muestras con
una positividad del 46.66% realizado en Iran.

Por otra parte en Medellin, Colombia se realizaron investigaciones utilizando
inmunofluorescencia indirecta para diagnosticar leptospirosis, cuyos resultados fueron
del 22.4% de casos en el que los empleados presentaron titulos positivos de
anticuerpos tipo IgM en una regién lechera, entre 3.9 a 14.3% en un grupo de granjeros
porcinos y 7% en un grupo de trabajadores de carnicerias y arroceras (Pradutkanchana
y Cols, 2003}, asi mismo (Jaramillo y Cols, 2014) en un estudio de revision se reporta la

seroprevalencia en 3 estados de Colombia con 23.5, 25 y 25% diagnosticados por IFI.

La presencia de anticuerpos IgM en 41 pacientes de los 80 muestreados en el sur de
Sonora, indica la fase activa de la enfermedad, ya que este tipo de anticuerpos
aparecen tres dias después de la infeccion y pueden persistir hasta por cinco meses,

por lo cual se evidencia el reciente contacto con la bacteria, siendo resultados
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comparables a los reportados por Najera y cols, 2005. La presencia de anticuerpos IgM
contra el antigeno de Leptospiro interrogans en los distintos municipios del sur de
Sonora puede deberse a las condiciones climaticas de la regién, socioecondmica, por el
contacto directo con los animales domésticos de los habitantes y aguas contaminadas
con orina de los animales que fungen como vectores y reservorios de esta bacteria,
(Alvarez y cols, 2011; Pulido y cols, 2014).

Los sintomas clinicos manifestados por los pacientes con resultados positivos son
similares a los reportador por otros investigadores, presentando principalmente fiebre,
cefalea, mialgia, artralgia, conjuntivitis, dolor de espalda, arritmias, nauseas, fotofobia

y vomito {Levinson, 2004; Vanasco y cols, 2012; Jaramillo y cols, 2014).

Conclusiones

- Los resultados del estudio han demostrado la presencia de anticuerpos lgM
antileptospira en pacientes con sindrome febril inespecifico indicando la
presencia de leptospira interrogans.

- Los datos clinicos de los pacientes con anticuerpos IgM guardan correlacién con
los signos y sintomas clinicos de la enfermedad.

- H 51.25% del total analizado demuestran que los pacientes cursan con la
enfermedad activa.

Recomendaciones

- Por motivos de seguimiento y diagndstico para los pacientes, se recomienda la
bisqueda de anticuerpos lgG contra Leptospira interrogans.

- Se recomienda fa identificacion de los serovares y serogrupos por el método de
microaglutinacion en placa. Asi mismo, el empleo de técnicas moleculares para

su confirmacion y comparacion de los serovares y serogrupos identificados.
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Anexo 1. Formato de registroc médico.
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Anexo 2. Carta de consentimiento del paciente.

CARTA DE CONSENTIMIZNTO

Navcjoa, Sorora a los dias gel mes gde gel ahe 20

El

I‘g} suscrito (3), de nembre

Por aeste conducte, hals constar gue d3 sy sutorizacidn pars paticipsr como paciente 2el estudic
dencmirgds: GETECUCN DE  icprospiro imerrogans  MEDIANTE LA TECWICA  OF
INPVAUNDFLUGRESCENCIA INDIRECTA =N PACIENTES PROCEDEMTES TEL SR DEL ESTALO DE
SOMC2AY zsi 2ome proporcianar informacidn er relacdn a su salud v de tipo socioegordmica para
&l cumplimiento de los fines de mvestigaciin que t2ne por Sbistivo gdiche estudio, cabe manciona
que tos dates persorzles def padients guedaran en €l anirsmo.

Todsos bos Jatos cbtenides seran empleagos parz Iz realizacion de le tesis de licenciaturz para
obzerer 2l sizule de QLIMICC BICLOGD CLNICO por 2l slumec Romar Cbhed Cruz Géree: con

mdmerc de expediente 220215277 en lz LNIVERSIDAD DE SCNORA, UNIDAD REGIONAL SUR.
Drz MNerma Patricia Adan Banite Firma
Responsakle de investigatidn Jzcients
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Anexo 3. Inserto kit comercial Leptospirosis IFI, anticuerpo lgM.







J

Anexo 4. Diagrama de flujo, IFl anticuerpos IgM contra Leptospira.

1. Preparacién de muestras

Sul suero
+
20 ul diluyente Igh Mezclar y reposar por 5 min.

I 4 L~ |

2. Preparacion de control positivo

10 o control
+
30 u sin PBS
f
5 ul control
+
35 ul sin PBS
Pa
f o

Centrifugar a 1500 rpm por 5 min.

Mezclar y ehtenemos
una dilucidn  1:50,

lista para trabajar

40 ul control

positivo 1:4

40 W control

positiva 1.8

Sulsobrenadante

Sul sobrenadante
+

50 ul sin PBS
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3. Montaje de cada laminilla

10 o control 10ul 10u 10ul 104
positivo control control control muestra
Concentrado T:Siﬂ‘-'ﬂ ;‘:'“‘m negativo probiema

ncubacidén a 37 °C por 30

minen cdmara himeda

DO DO

Agregar una gota de conjugado enzimdtico a
g incubar a 37 * C por 30 rnn%
Y WS

cada pocilin i

2 lavados con PBS vy agregar una

gota de medio de montaje a cada

- DODUDS

Observacion al microscopio de fluorescencia
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Anexo 5. Laboratorio SONORALABS.




