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RESUMEN

La leptospirosis es una zoonosis bacteriana de distribucion mundial que afecta
a diferentes especies de animales salvajes y domésticos, el hombre se infecta
ocasionalmente y sufre una enfermedad sistémica, febril y aguda causada por
espiroquetas del genero Leptospira especie interrogans, esta se adquiere al
entrar en contacto con el suelo o agua contaminada con orina de animales

infectados.

La epidemiologia de esta zoonosis esta determinada por factores ecolégicos
tales como el clima vy la naturaleza de los reservorios, los estudios realizados
en México se enfocan a la parte sur de este pais debido a las condiciones

climaticas, encontrdndose una incidencia significativa.

Desde 1994 entr6 en vigencia la Norma Oficial Mexicana NOM-029-SSA2-1999
que establece las medidas preventivas, control y vigilancia epidemiologica de la
leptospirosis en humano, a su vez también existen normas internacionales para

el control de la misma.

Este trabajo incluye una revision bibliogréfica sobre los métodos utilizados para
el diagndstico de leptospirosis. Los métodos tradicionalmente utilizados para el

diagnostico de leptospirosis son: cultivo, microscopia de campo oscuro, prueba



de aglutinaciéon microscopica, prueba de ELISA, asi como el uso de técnicas

moleculares como PCR.



I.INTRODUCCION

La leptospirosis es una zoonosis bacteriana de distribucion mundial que afecta
a diversas especies de animales salvajes y domésticos,' ocasionalmente afecta
al hombre en el que puede producir un amplio espectro de manifestaciones
clinicas, que van desde un cuadro clinico inespecifico y banal, hasta graves
procesos con fracaso multiorganico,? esta zoonosis puede ser causada por
cualquiera de los 250 serovares de las especies de Leptospira, diversos
autores han catalogado a esta enfermedad como un problema de salud publica

reemergente.

La infecciédn en los seres humanos ocurre directamente a través del contacto de
las mucosas con orina de animales infectados o indirectamente a través del

contacto con agua o suelos contaminados.®

En el afio de 1999 entra en vigor la Norma Oficial Mexicana NOM-029-SSA2-
1999, para la vigilancia epidemiologica, prevencion y control de la leptospirosis
en humano. También se cuenta con una guia proporcionada por la OMS para el

diagnéstico, vigilancia y control de dicha enfermedad.

El diagndstico de Ila leptospirosis comprende el diagnéstico clinico,

bacterioldgico, serolégico y molecular.



Los estudios bacteriolégicos identifican al organismo por métodos directos,
mediante la observacion en microscopio de campo oscuro, coloracién
argénticas, aislamiento del agente en cultivos especiales, inoculacién en

animales de laboratorio.*

Existen métodos de laboratorio que permiten el diagnéstico serologico de la
enfermedad. La prueba de referencia recomendada por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) es la Microaglutinacion microscopica (MAT), utilizando
antigenos vivos, que se emplea para detectar anticuerpos anti-Leptospira en
suero.’ La técnica de ELISA también es utiizada para la deteccion de

anticuerpos.

En la actualidad se cuentan con técnicas moleculares novedosas como PCR la
cual sirve para el diagnostico de leptospirosis en la fase temprana de la

misma, ® también es (til para identificar al agente en material contaminado o de

dificil aislamiento.



Il. OBJETIVOS

Obijetivo general:

- Conocer los aspectos biolégicos de interés del género Leptospira y las

metodologias actuales para el diagnéstico del laboratorio.
Obijetivos especificos:

- Conocer los métodos de laboratorio actualmente utilizados en nuestro

pais para el diagnéstico de leptospirosis.

- Proporcionar informacion epidemioldgica de leptospirosis en México.

- Describir los puntos mas relevantes de las normas nacionales e

internacionales encargadas del control y vigilancia de Leptospirosis.



1. ANTECEDENTES

Los primeros en describir la leptospirosis aun sin conocer el agente fueron Louis
Landouzy en 1883; tres afios mas tarde Adolf Weil observd en trabajadores
agricolas de Alemania, fiebre, ictericia, hemorragia, insuficiencia hepatica y
renal y posteriormente en 1888 se le llamé enfermedad de Weil en honor a tan
destacado investigador, quien la caracterizO como una enfermedad grave de

alta mortalidad.’

En 1915, Inada e Ido cientificos japoneses identificaron que el agente
etiolégico pertenece al grupo de las espiroquetas. Dos afios después Noguchi
aislé el agente en su propio medio y propuso que se le considerara como un

nuevo género, denominado Leptospira.®

Wood en 1947 sefalé que en EUA se habia encontrado el agente en las
excretas del mas del 10% de las ratas grises rurales y urbanas examinadas,
menciona que el primer caso comprobado se reporté en los EUA en 1922 y que

hasta 1946 se habia registrado la enfermedad en 46 paises.’

Marquez, Soler y Curbelo en 1945 realizaron la primera confirmacion de
leptospirosis en Cuba mediante el método serolégico y microbiolégico,®
mientras que en la Repulblica Mexicana los primeros trabajos sobre

leptospirosis fueron realizados en Yucatan por Noguchi en 1920 cuando la
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enfermedad era confundida con la fiebre amarilla.!! Entre 1920 y 1925, Pérez
Grovas y Le Blanc reportaron casos de leptospirosis en el puerto de

Veracruz.*?

Varela et al en 1958, continué con los estudios, demostrando anticuerpos contra

Leptospira en humanos y animales de la ciudad de México y nuevamente en

1961 Varela y Zavala estudiaron 9,931 sueros humanos y animales.

En Yucatan en 1962, se reinicia el interés por esta enfermedad con el reporte
de Varela y Zavala de 10,7% de seropisitividad a leptospirosis, en su mayoria

a la serovariedad pomona, en 56 pacientes con ictericia.'*

Las primeras informaciones que se tienen de esta enfermedad en los animales
procedian de la leptospirosis humana y datan de 1852 en que Hofer describi6
una enfermedad de los perros antes desconocida que llamé Tyfus Seu Febris
Nervosa Canum. Posteriormente se realizd la primera descripcién de las
Leptospiras como agentes productores de enfermedad en los animales en 1933
cuando Klarenbeck y Shuffner demostraron que Leptospira canicola era el

agente etiolégico de dicha enfermedad.®



IV. Leptospira
4.1 Clasificacion

Esta espiroqueta pertenece al orden de los Spirochaetales que incluye dos
familias: Spirochaetaceae y Leptospiraceae. La familia Leptospiraceae posee
un anico genero, Leptospira, el cual incluye dos especies Leptospira interrogans

y Leptospira biflexa.

Otra clasificacion de Leptospira se basa en la serotipificacion vy tipificacion

basada en ADN o genotipificacion. Actualmente se conocen mas de 200

serovariedades de Leptospira interrogans (Ver tabla 1).1°



Tabla 1. Clasificacion de Leptospira

Especie Serogrupo Serovar Cepa de referencia
Leptospiras patdégenas
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
Sejroe 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
L. noguchii Autumnalis Fortbragg Fort Bragg
Panama Panama CZz214K
L. santarosai Bataviae Brasiliensis An 776
Mini Georgia LT 117
Genomospecies 1 Ranarum Pingchang 80- 412
Genomospecies 4 Icterohaemorrhagiae Hualin LT 11-33
Genomospecies 5 Semaranga Saopaulo Saopaulo
Leptospiras saprofitas
Genomospecies 3 Holland Holland Waz Holland (P438)
L. biflexa Semaranga Patoc Patoc |
L. wolbachii Codice Codice CDC

Fuente: Céspedes Z Manuel. 2005. Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Publica,



4.1.1 Serovariedades

Debido a la diversidad de leptospiras, hay dos grandes métodos de clasificacion
de ellos. Pequefias variaciones en las cadenas polisacaridicas del
lipopolisacarido de este microorganismo determina la existencia de mas de 200
serovares patdgenas agrupadas en 24 serogrupos, o bien lo que significa que,
debido a su estructura antigénica se pueden dividir en serotipos y especies,
esta primera se determina mediante la prueba de absorcién de aglutinacion

cruzada (CAAT) que define las similitudes y diferencias antigénicas.’
4.1.2 Clasificacién genotipica

La clasificacion fenotipica de leptospiras se ha remplazado por un genotipo, en
el que un nimero de genomoespecies incluye todos los serovares de ambos,
L. interrogans y L. biflexa. Esta basado en la homologia del ADN y esta dividido
en 17 especies; definido en 70% de homologia y 5% de divergencia en el ADN,
el avance en la biologia molecular ha permitido también secuenciar su genoma

que consiste de dos cromosomas circulares.81°



4.2 Aspectos biolégicos

Las leptospiras son espiroquetas delgadas y enroscadas, flexibles de 6 a 20um
por 0.1um de diametro. Presenta en uno o ambos extremos una curvatura en
forma de gancho, tiene una gran movilidad que le viene dada por un axostilo, el
cual estda formado por dos filamentos axiales insertados en un disco o
protuberancia al final del cuerpo citoplasmatico y cuyo extremo libre esta unido
a la region media de la bacteria, estas caracteristicas se observan en

microscopio electrénico (Figural).?°



Figura 1. Microscopia electronica de barrido de L. interrogans serovar
icterohaemorrhagiae ,

FUENTE: Levett PN.2001. Clin Microbiol Rev , Vol.14, No. 2.
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Leptospiras presentan dos formas distintas de movimiento, transicional y no
transicional. Son microorganismos aerobios obligados, catalasa y oxidasa
positiva, con un crecimiento optimo a temperaturas de 28 a 30°C, para su
cultivo necesitan medios con un pH de 7,2 a 7,4 con suero de conejo o
albumina bovina como el Stuart, EMJH (Ellinghausen-Mc Cullough-Johnson-
Harris medium) Korthoff, los cuales puedes estar enriquecidos con vitaminas
Bi2, By, acidos grasos de cadena larga y sales de amonio, se tifien débilmente

con colorantes de anilina.

Leptospira se caracteriza por su habilidad de B-oxidacion de cadenas largas de
acidos grasos como mayor fuente de energia (ATP), aunque también tiene sus
excepciones son incapaces de sintetizar 4cidos grasos de novo, ?* ademas de
ser incapaz de utilizar azucares como fuente de carbono pese a que ha sido
demostrada la presencia de todos los genes de todos los sistemas enzimaticos

necesarios para la via glicolftica.??

A su vezse ha reconocido que esta espiroqueta es capaz de sintetizar todos los
aminoacidos esenciales a partir de una fuente inorganica de nitrégeno como las

sales de amonio, 2% esto es posible ya que cuenta con todos genes de todos los

sistemas enzimaticos implicados en la biosintesis de los amino&cidos.?*
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Leptospira posee una gran variedad de transportadores de membrana
especificos para el transporte de aminoéacidos libre, dipéptidos, y péptidos de

bajo peso molecular.?®

Leptospira tiene una doble membrana, estructura en comuin con otras
espiroquetas, en el que la membrana citoplasmatica y el peptidoglicano estan
estrechamente relacionados y estan cubiertos por una membrana exterior,?®
posee un lipopolisacarido similar al de otras bacterias Gram-negativas pero es

).2” Ademéas la actividad citotoxica de

de menos actividad endotéxica (Figura 2
fosfolipasa, lipasa y hemolisinas juegan un papel importante en la patogenia

bacteriana.’®

12



LPS

OM

Periplasm

Figura 2. Modelo arquitectura de membrana de Leptospira. Leptospira tiene dos
membranas una externa (OM) y una membrana citoplasmatica o interna (IM).Al igual
gue en bacterias Gram-positivas el peptidoglicano (PG) de la pared celular esta
estrechamente relacionado con la IM. La superficie de Leptospira estad dominada por
lipopolisacéaridos (LPS), cadenas de carbohidratos. Solo unas pocas proteinas de
Leptospira se han caracterizado en detalle incluyendo una porina OmpL1l, y dos
lipoproteinas LipL36 y LipL41.

FUENTE: Nascimento A.L.T.O, Verjovski-Almeida S, et al. 2004. Brazilian Journal of Medical
and Biological Reserch. Vol.37.
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4.3 Cepas de interés Clinico

Como se ha mencionado anteriormente L. interrogans y sus serovares son
patdgenas para el ser humano y animales, siendo L. biflexa de vida libre o
saprofita, los serotipos mas comunes encontrados en la infeccion humana son:
icterohaemorragiae, canicola, pomona, pyogenes, autumnales, ballum,
bataviae, grippotyphosa, australis, hyos, minigeorgia, hebdomadis, y hardjo,
esta Ultima principalmente en personas que estan en contacto con ganado
infectado, el serovar asociado al sindrome de Weil es icterohaemorragiae.?*°

En la Tabla 2 se muestran los reservorios tipicos y serovares de Leptospira.

14



Tabla 2: Reservorios tipicos y serovares de Leptospira encontrados.

Reservorio Serovar(s)

Cerdo Pomona, Tarassovi

Vacuno Hardjo, Pomona, Grippotyphosa
Caballo Bratislava

Perro Canicola

Oveja Hardjo

Rata Icterohaemorrhagiae, Copenhageni
Raton Ballum, Arborea, Bim

Marsupiales Grippotyphosa

Murcielago Cynopteri, Wolffi

Fuente: Céspedes Z Manuel. 2005. Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Publica.
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V.EPIDEMIOLOGIA

La leptospirosis es una zoonosis de distribucién global, que afecta tanto a
animales como al hombre, este ultimo de manera accidental, se conoce que el
reservorio mas importante son los roedores, cabe destacar que las condiciones
ambientales y las practicas de manejo de los animales influyen de una manera
muy marcada en la dinamica de la infeccién (Ver figura 3). La infeccién no solo
representa un problema con implicaciones epidemiolégicas sino también
econdbmicas y sociales. Es mas frecuente en regiones tropicales, donde la
transmision esta favorecida, tanto por las caracteristicas climéaticas, como por
las malas condiciones higiénicas, ciertos grupos ocupacionales se encuentras
en riesgo de adquirir esta enfermedad, principalmente, agricultores,

trabajadores de alcantarillas y veterinarios entre otros, 31323334

16



Roedores, animales salvajes

| e oy - 1
J ' Agua contaminada

Animales domesticos

Figura 3. Epidemiologia de la leptospirosis. Animales portadores, animales
domeésticos forman parte del ciclo de leptospiras en la poblacidn. Las leptospiras
pueden luego ser transmitidas a los humanos por contacto directo con la orina
infectada o indirectamente a través de suelo o agua contaminados, especialmente
en los tiempos de inundacdén.

FUENTE: Vijayachari P, Sugunan A P and Shriram A . 2008 .Leptospirosis: an emerging
global public health problem. Journal Biosci. Vol. 33.
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Actualmente el nimero de casos humanos que ocurren en todo el mundo no es
conocido con precision. Segun la OMS con los reportes disponibles, la
incidencia anual varia dentro de un rango desde aproximadamente 0.1-1 por
100.000 casos por habitantes en climas templados hasta 10-100 por 100.000 en
climas humedos tropicales. Cuando se producen brotes, y en los grupos con
alto riesgo de exposicion, la incidencia de la enfermedad puede alcanzar mas

de 100 por 100.000.%

En la actualidad los datos disponibles sugieren que la leptospirosis es el
problema de salud publica mas frecuente a nivel mundial. Aunque la
enfermedad es endémica en las zonas rurales de todo el mundo, la transmisién
continla en los paises desarrollados por ejemplo en Estados Unidos,
especialmente en Hawaii, pero también en Irlanda, Alemania entre otros.®®
Alemania presenta =50 casos anualmente en su mayoria relacionados con

exposicion recreativa y residencial.®’

Europa, pese a ser un continente con gran desarrollo econémico, no ha
escapado a la presencia de leptospirosis. Los estudios de prevalencia de

leptospirosis en Europa oscilan en 8% en poblaciones asintomaticas no

expuestas y 18% en las expuestas.®

Paises del continente asiatico también se ven afectados siendo India, Filipinas,

Malasia, Japdn y China los més afectados. Un estudio multicéntrico en la India

18



puso de manifiesto que el 12.7% de los casos graves de leptospirosis en etapa
febril es atendido en hospitales, a su vez Filipinas se encuentra en serios
problemas por causa de esta infeccion ya que el saneamiento deficiente y los
constantes tifones en esta area hace que sea mas susceptible, en el periodo de
1998 al 2001 se realiz6 un estudio serolégico donde el 70% de los pacientes
sospechosos de leptospirosis resultaron positivos. En Japdn la situacién no es
tan inquietante como en Filipinas ya que solo se registra 20 casos
anualmente.® % En Taiwan los datos notificados de leptospirosis, han sido
investigados por el Centro para el Control de Enfermedades (CDC) desde el
2001, durante el 2001-2006 se reporté una incidencia de 0.022-0.028

casos/100, 000 habitantes.*

En Continente Americano el pais con mas casos de leptospirosis es Brasil dado
a las condiciones climaticas del mismo siendo la sexta causa de muerte entre
las enfermedades infecciosas notificadas con una fatalidad que va desde 11-
18% en el periodo de 2004-2006.%* En un estudio realizado por Johnson et al en
el 2004 para determinar la prevalencia de anticuerpos en habitantes de la
ciudad de Belén en Perd arrojo que el 28% tenia un nivel elevado de

anticuerpos.®®

En Colombia en el 2008 se presentd un mayor nimero de casos que en afios

anteriores por lo que se le consideré a leptospirosis como una epidemia.**

19



En muchos de estos paises en la actualidad y debido al aumento de nimero de
casos se ha puesto en marcha normas para el control y vigilancia de la misma
pero por desgracia en otros tantos ni siquiera se notifica y por lo tanto no hay un

control de la misma.
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5.1 Leptospira en México como problema de salud publica

Los casos de leptospirosis en México, se notificaron por primera vez en el
estado de Yucatan en 1920 por Noguchi y Klieger, seguido por el
descubrimiento de casos humanos en el estado de Veracruz por Bustamante en
1937,% a partir de esa fecha se presentaron reportes aislados, en su mayoria
de corte seroepidemiolégico®® como el que reporta Colin Ortiz et al en 10
estudios serologicos realizados en Yucatan, Valle de México y el D.F donde
encontré6 un promedio de 14.4% de positividad en 9,875 sueros estudiados de

1961 a 1995.

Se reinicia el interés por esta enfermedad en el afio de 1962 en Yucatan, con el
reporte de Varela y Zavala de seis casos positivos a leptospirosis en 56
pacientes con ictericia.*’Posteriormente en el afio de 1984 Zavala et al
realizaron otra investigacion seroepidemiologica en el mismo estado en 705
sueros obtenidos en el Municipio de Mérida; la prevalencia global fue del 14%,
sin embargo en el medio rural era del 19% contra el 8% en la zona urbana,
también se estudiaron 1,123 sueros de bovinos dando una positividad de 8.8%
y 334 porcinos con positividad de 6.4%predominando los serotipos pomona

icterohaemorrhagiae, canicola y gryppotiphosa.*®

En 1994 Zavala et al aprovechando un brote epidémico de dengue en la

Peninsula de Yucatdn demostraron la posibilidad de confusion entre

21



leptospirosis y dengue dando como resultado el 14% de los sueros observados
positivo a Leptospira.’ En el periodo de 1998 al 2000 Vado-Solis et al analizaron
439 sueros de pacientes procedentes de 44 municipios del estado de Yucatan
los cuales presentaban una sintomatologia presuntiva a leptospirosis, se obtuvo

una positividad del 13.9%.13

Colin et al en el 2004 estudid la seroprevalencia a Leptospira en trabajadores
de un rastro y trabajadores de alcantarillado en la ciudad de Guadalajara,
Jalisco, en trabajadores de agua potable y alcantarillado reporté una

seroprevalencia de 36.1% y en trabajadores del rastro fue de 24.7%.4°

En el 2006 Benavides et al realizd un estudio para detectar los niveles de
anticuerpos antiLeptospira en personas aparentemente sanas de la ciudad de
México, resultando que el 16.9% de las personas tuvieron seropositividad
antiLeptospira.®® Ese mismo afio en el municipio de Jaltipan, Veracruz,
Navarrete et al  efectu6 un estudio de prevalencia de anticuerpos contra
dengue y Leptospira simultineamente el cual reporto que habia una
seroprevalencia del 4%.>! La figura 4 presenta la incidencia de leptospirosis en

México en el afio 2008.

En la Republica Mexicana la leptospirosis animal es de notificacion obligatoria y

la principal medida de control y prevencién es la vacunacion.®?
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Incidencia

3 (0.0000 - 0.1480)(23)
30,1480 - 0.2960) 4)
(02960 - 0.4440(2)
B [0.4440 - 05920) (1)
I (0.5520 - 0.7400](2)

Figura 4. Incidencia de leptospirosis en México en el afio 2008.

FUENTE: Sistema Unico de Informacion para la Vigilancia Epidemiologica.
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En México la leptospirosis constituye un problema de salud publica sin embargo
las investigaciones al respecto son muy pocas. Debido a que ciertos estados de
la Republica se consideran zonas endémicas de esta infeccion hay un
departamento en el |Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia
Epidemiologica (INDRE) dedicado al diagnéstico de leptospirosis, mismo que
semana a semana lleva un control respecto a los casos presentados por

entidad federativa (Tabla 3).
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Tabla 3. Casos por entidad federativa de Enfermedades Zoondéticas
hasta la semana epidemiolégica 39 del 2009

ENTIDAD FEDERATIVA

LEPTOSPIROSIS
CIE-102 REV.
A27

2009

2008

SEMANA

ACUMULADO

M

ACUMULADO

Aguascalientes
Baja California
Baja California Sur
Campeche
Coahuila
Colima
Chiapas
Chihuahua
Distrito Federal
Durango
Guanajuato
Guerrero
Hidalgo
Jalisco

México
Michoacan
Morelos
Nayarit

Nuevo Leon
Oaxaca
Puebla
Querétaro
Quintana Roo
San Luis Potosi
Sinaloa
Sonora
Tabasco
Tamaulipas
Tlaxcala
Veracruz
Yucatan
Zacatecas
Total

[

w

84

N O

68

~ 00

w

w w

14

FUENTE: Sistema Unico de Informacion para la Vigilancia Epidemioldgica. Informacion

preliminar. Proces6: DGE.
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VI. PATOGENIA

Los roedores constituyen la fuente mas frecuente de infeccién y la misma se
produce en el humano de forma accidental por contacto con animales
infectados, aguas estancadas o terrenos humedos contaminados por la orina
del reservorio.>® Su supervivencia depende de algunos factores como el pH de
la orina del hospedero, el pH del suelo o el agua donde son eliminadas y de la
temperatura ambiente.>* Las leptospiras pueden penetrar a través de erosiones
en la piel y las membranas mucosas intactas como la conjuntiva o el epitelio

nasofaringeo y genital.>®

La infeccion humana puede adquirirse a través de actividades profesionales,
recreativas 0 exposiciones involuntarias.®® Para entender mejor la transmision
de la leptospirosis Faine et al propone tres modelos epidemioldgico; el primero
ocurre en climas templados donde son pocos los serovares que estan
involucrados en la infeccion humana y generalmente es por contacto directo con
ganado y cerdos. El segundo ocurre en areas tropicales donde hay muchos
serovares que infectan a humanos y animales, ademas hay un gran nimero de
reservorios como los roedores, animales de granja Yy perros. El tercer modelo

se da cuando la infeccién en los roedores es llevada al ambiente urbano.®’

Después de la penetracion por la piel la Leptospira patdgena invade la corriente

sanguinea y se disemina por todo el cuerpo incluyendo el Sistema Nervioso
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Central, pero sobretodo al pulmén e higado,®® el periodo de incubacién
generalmente es de 3 a 14 dias.®® Una vez que el organismo tuvo acceso a
pulmoén, este migra al intersticio, tdbulos renales y lumen tubular causando
nefritis intersticial y necrosis tubular.®® Cuando la insuficiencia renal se
desarrolla, normalmente debido al dafio tubular, por hipovolemia secundaria por
la deshidratacion y a la permeabilidad capilar alterada que también puede
contribuir a la insuficiencia renal. El higado se ve comprometido con el
desarrollo de necrosis centrolobulillar con proliferacion de las células Kupffer, la

ictericia puede ocurrir como resultado de un trastorno hepatocelular.®*

Las descripciones clasicas de la leptospirosis incluyen dos fases: una fase
septicémica o leptospirémica donde el organismo se puede aislar de
hemocultivos, LCR y otros tejidos, dura aproximadamente una semana, por lo
general se caracteriza por fiebre con inicio subito, escalofrios, mialgia severa,
anorexia, exantema (Figura 5), inyeccion conjuntival (Figura 6), nauseas,
vomitos y postracion. Después de 3-4 dias de relativa mejora la enfermedad
puede aparecer en la denominada fase inmune, cuando las leptospiras no
pueden ser aisladas en sangre y el antibiético ya no parece ser util. Muchos
casos de leptospirosis no se ajustan a esta descripcion clasica.® % De hecho
la enfermedad severa, puede presentarse como una enfermedad monoféasica
aguda grave con fiebre que progresa a la ictericia, oliguria renal, hemorragia

pulmonar, shock refractario y la muerte en cuestién de dias.®®
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Figura 5. Exantema pretibial. Caso de
leptospirosis febrilanictérica causado por L.
pomona

FUENTE: Carrada-Bravo Teodoro. 2005. Leptospirosis humana. Historia natural,
diagnostico y tratamiento. Rev Mex Patol Clin, Vol. 52, NUm. 4, pp 246-256.
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Figura 6. Inyeccion conjuntival clasica de este cuadro clinico.

FUENTE: http://www.medicinapreventiva.com.ve/articulos/imagenes/hemor_subconj.jpg
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6.1 Sindrome de Weil

El sindrome de Weil o forma icterohemorragica, producida por la variedad de
Leptospira icterohemorragie, se caracteriza por su gravedad y alta letalidad,>®
los sintomas son paralelos con la fase leptospirémica y se autolimita 7 a 10 dias
mas tarde con el inicio de la fase inmune. Un 10% de los pacientes viran a un

curso agresivo con la aparicién de hemorragia por piel y mucosas.®®

La leptospirosis se caracteriza por el desarrollo de vasculitis, dafio endotelial,
infiltrados inflamatorios con células plasmaticas, histiocitos y neutréfilos. En los
examenes las hemorragias petequiales son frecuentes y pueden ser extensas y
los o6rganos son a menudo descoloridos, debido al grado de ictericia. La

histopatologia es mas marcada en el higado, rifiones, corazén y pulmones.®’
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VIl. PRESENTACION CLINICA

Se ha observado un amplio espectro de manifestaciones, desde una forma
inaparente, a compromiso grave de multiples 6rganos, potencialmente letal.

Probablemente la presentacién asintomatica sea la mas frecuente.®®
Tipicamente la enfermedad presenta cuatro categorias clinicas amplias:

i. Una enfermedad leve de tipo pseudo gripal.
iil. Sindrome de Weil caracterizado por ictericia, falla renal, hemorragia y
miocarditis con arritmias.
iii.  Meningitis/meningo encefalitis

iv. ~ Hemorragia pulmonar con falla respiratoria.

El diagnostico clinico es dificil por esta presentacion variada y no especifica; su
confusién con otras enfermedades (dengue y otras fiebres hemorragicas) es
particularmente comun en los trépicos, ademas, las presentaciones clinicas se

pueden superponer en la medida en que la infeccién progresa.®®
7.1 Patogénesis

No se conoce el mecanismo preciso de su accion patdogena, pero se ha
demostrado, en los cultivos la produccién de algunas sustancias toxicas en

algunas especies patdégenas (hemolisinas vy fibrolisinas) y una accion citopatica

en los cultivos celulares 7°.
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7.1.1 Produccién de Toxinas

Los primeros reportes respecto a la produccion de toxinas fueron inferidos por
Arean, se demostro en diversos ensayos bioldgicos en preparados de LPS de
Leptospira actividad endotoxica. Sin embargo serovar Pomona es notable por la
produccion hemolitica en ganado, mientras que serovar ballum produce
sintomas similares en hamsters y has sido caracterizadas hemolisinas de varios

serotipos.”

Algunas leptospiras interrogans exhiben componentes antilinfociticos y actividad
citotoxica por la porcion lipidica de la glicoproteina bacteriana (GLP) resultando
en lesiones de la membrana celular que lleva a goteo y muerte de la célula. La
GLP también puede inhibir la bomba de sodio-potasio -ATPasa en el tdbulo
renal de las células epiteliales en una forma dosis-dependiente aumentando su
afinidad por el sodio pero no por el potasio.’® Otras sustancias bacterianas con
actividad citotoxica como las fosfolipasas, lipasas y hemolisinas, juegan un

papel contribuyente en la patogénesis de leptospirosis.

Otras evidencias de la participacion de factores toxicos en la patogénesis de la
leptospirosis derivan de la reaccion de Jarisch-Herxheimer observada en los
pacientes tratados con penicilina. Las citocinas participan como mediadores de
la respuesta inflamatoria sistémica evidenciado por una asociacion directa entre

la cantidad de TNF-alfa circulante y severidad clinica o la letalidad.”
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7.1.2 Adherencia

L. interrogans muestra in vitro la capacidad de adherirse a la membrana y de
penetrar al citoplasma de células eucaridticas, lo que puede ser inhibido por
proteasas y por el calor, lo que demuestra la capacidad invasora de las
leptospiras patogenas. L. biflexa no muestra capacidad invasora in vitro.”* LPS
de Leptospira estimula la adhesion de los neutrofilos a las células endoteliales y
de plaquetas provocando la agregacion y sugiriendo un papel en el desarrollo

de la trombocitopenia.”
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VIIl. INMUNOLOGIA

Después de la entrada del organismo en el huésped tanto células B 'y T
dependientes son estimuladas. La eliminacion inicial es por fagocitosis. La
mayoria de las leptospiras son digeridas en las vacuolas de los macréfagos, la
inhibicion de la actividad de los macréfagos aumenta la sensibilidad a la
infeccién.”® La actividad fagocitica de las células polimorfonucleares se ve

reforzada por anticuerpos opsonizantes.’’

Se sabe que el curso de la enfermedad se divide en dos fases: aguda
(septicemia) e inmunoldgica. En la primera la inmunogénesis es de gran parte
humoral.” El complemento e IgG participan en el fomento de la actividad
bactericida de los macréfagos.” La produccién de anticuerpos generalmente
comienza dentro de 5-7 después de la infeccion, sin embargo, la produccién de
anticuerpos puede tomar 10 dias o mas tiempo en especial en individuos
inmunodeprimidos. Los anticuerpos IgM suelen aparecer antes que los
anticuerpos IgG. Estos IgM pueden persistir en niveles bajos durante meses y
posiblemente afios después de la infeccion. En contraste los titulos de IgG

pueden permaneces solo en forma transitoria o persisten durante afios.’
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Al mismo tiempo IgA empieza a aparecer aproximadamente en el quinto dia de
la infeccién y puede persistir has 9 meses. Por Ultimo la inmunidad mediada por

células ayuda a prevenir la colonizacion de leptospiras en tubulos renales.

La estructura antigénica de Leptospira es compleja. La membrana externa esta
compuesta de lipopolisacarido y es altamente inmunogénica. La membrana

externa es serovar-especifica y es el blanco principal de inmunidad humoral y

células intermediarias.

En contraste con el antigeno de membrana externa, al antigeno somatico es
genero-especifico y el antigeno flagelar es tanto genero y serovar-especifico.
Ademas alguno serotipos (L. icterohemorrhagie) tiene un antigeno asociado con

la virulencia denominado Vi.%°
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IX. PREVENCION E INTERVENCION

Leptospirosis es una enfermedad prevenible. Las medidas de control deberan
disponer de comunicaciones de riesgo, la mejora en el saneamiento y las

condiciones de vida, el control de roedores e intervenciones veterinarias.®*

La prevencion y control deben dirigirse a: (a) la fuente de infeccion; (b) la ruta
de transmision entre la fuente de infeccion y el huésped humano; o (c) la

infeccién o la enfermedad en el huésped humano.

Las medidas preventivas deben estar basadas en el conocimiento de los
grupos particularmente vulnerables a la infeccion y los factores epidemiolégicos
locales.%®

Es importante establecer qué especies animales constituyen la fuente de
infeccion en un area en particular pues las medidas de control pueden
entonces ser orientadas o dirigidas a las especies de animales reservorios
locales.

Tales medidas incluyen:

- la reduccion de una determinada poblacién animal reservorio, p.ej. ratas;

- la separacion de los animales reservorios de las viviendas humanas a través
de cercas y mallas;

- la inmunizacién de perros y ganado;

36



- eliminacion de la basura y mantenimiento de la limpieza en las areas alrededor
de las viviendas humanas

- motivacion de la personas a no dejar alimentos a su alrededor, especialmente
en areas recreativas, en donde las ratas pueden estar presentes.?

Es importante conocer los factores de riesgo para la infeccion humana vy, si es
posible, la fuente de infeccidn. El riesgo de infeccion es minimizado, evitando el
contacto con orina animal, animales infectados o un ambiente contaminado.
Donde sea apropiado, debe usarse ropa protectora y cubrir las heridas con ropa
impermeable para reducir la probabilidad de infeccion, especialmente cuando
existe la posibilidad de exposicion.®®

Pequefas areas, tales como pisos, pueden ser limpiadas y desinfectadas, pero
la desinfeccion de grandes areas naturales tales como lagos y rios no es
posible. Las leptospiras mueren rapidamente con desinfectantes y con la
desecacién; sin embargo, las leptospiras eliminadas en la orina animal pueden
sobrevivir en el ambiente desde semanas a meses bajo condiciones
apropiadas, como suelos humedos o aguas superficiales con un pH neutro o
levemente alcalino.®*

Comprender las caracteristicas epidemiolégicas de leptospirosis es un paso
critico para el disefio de las intervenciones para disminuir el riesgo de la
transmision de la enfermedad. En la actualidad hay pocas medidas eficaces de
prevenciéon para la leptospirosis, ademas de no existir una vacuna disponible

contra la leptospirosis humana, la leptospirosis humana puede ser controlada
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por la reduccién de su prevalencia de animales salvajes y domésticos, aunque
poco se puede hacer en animales silvestres, la leptospirosis en animales
domésticos puede ser controlada a través de la vacunacion con células enteras

inactivadas o una preparacién de la membrana externa.®
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X. NORMATIVAS QUE PROPONEN Y REGULAN LA DETECCION

DE Leptospira
10.1 NOM

México fue uno de los primeros paises en realizar estudios sobre leptospirosis
en humanos a partir de 1920 con la llegada de Dr. Noguchi , posteriormente en
los afios subsecuentes se siguid generando informacion sobre esta zoonosis
aungue poco constante.

A partir de esto la Secretaria de Salud le toma importancia a esta enfermedad
debido al aumento de casos positivos, por lo que en el afio de 1999 entra en
vigor la norma oficial mexicana NOM-029-SSA2-1999, para la vigilancia
epidemioldgica, prevencion y control de la leptospirosis en el humano.

Dicha norma es obligatoria en todo el territorio nacional para todo el personal de
salud en los establecimientos de atencion médica publico, social y privado del
Sistema Nacional de Salud, ademas tiene como objeto establecer las medidas
preventivas, de control y de vigilancia epidemiologica de la leptospirosis en el
humano.

En general se hablara de las medidas de control tomadas al presentarse esta
zoonosis las cuales se llevan a cabo en la poblacion general y comprenden el
diagnéstico y tratamiento oportuno de los enfermos, esto se realiza por medio

estudios y procedimientos para la confirmacion de casos sospechosos, esto es
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mediante signos y sintomas que la persona presente sugestivos a la

leptospirosis.

La confirmacidn del caso sospechoso y probable se realiza mediante estudios

de laboratorio, que comprenden la titulacion de anticuerpos y de ser posible

realizar el aislamiento del agente, asi como la observacion directa de Leptospira
con microscopio de campo oscuro.

Los estudios de laboratorio y muestras deben cumplir con los siguientes

requisitos:

- Ser practicados por aquellos laboratorios publicos o privados del pais, que
realicen el diagndstico de leptospirosis y que formen parte de la red de
laboratorios de la Secretaria de Salud coordinados por el INDRE.

- Las muestras de eleccion necesarias para realizar los estudios respectivos
comprenden sangre, suero, orina, L.C.R., exudados, biopsia de higado
tomados a los 8 dias posteriores de iniciada la sintomatologia clinica y
deben reunir las siguientes caracteristicas: Muestra de sangre (con
anticoagulante), es la idonea para realizar el aislamiento; debe tomarse en
la fase aguda de la enfermedad, durante los primeros 10 dias de la
infeccion.

- Posteriormente esta muestra no es adecuada para el aislamiento; se toman
5mL de sangre y se conserva a 4°C para envio y recepcion al laboratorio,

no debe pasar de 48 horas. Durante la primera semana de la enfermedad,
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el medio mas seguro para detectar a las leptospiras es el cultivo directo de
sangre en medios apropiados, si no se dispone de éstos, en el momento de
la toma de la muestra, ésta puede desfibrinarse o mezclarse con
anticoagulantes (heparina u oxalato de sodio; las soluciones de citrato
pueden ser inhibidoras) y luego subcultivarse, se transporta a temperatura
ambiente. El envio y recepcion al laboratorio es inmediato y no debe pasar
de 6 horas.

Muestra de suero, consiste de 5 a 7mL de suero conservado a 4°C; para su
envio y recepcién a laboratorio, no debe pasar de 48 horas; si sobrepasa
este tiempo se recomienda transportacion en congelacion

Muestra de orina, debe enviarse 30mL de la primera miccién, en un frasco
estéril, resistente, rotulado y a temperatura ambiente; para su envio y
recepcion al laboratorio no debe pasar de 12 horas.

Muestra de LCR corresponde a 3mL, depositada en tubo estéril,
conservada a temperatura de refrigeracion; no pasar de 24 horas para su
envio y recepcion en el laboratorio.

Exudados y biopsia de higado, deben enviarse en frascos estériles, sin
adicion de sustancias quimicas y en condiciones de refrigeracion; no pasar
de 24 horas para su envio y recepcioén en el laboratorio, en caso contrario,
pueden congelarse y enviarse con hielo seco o en nitrdgeno liquido al
laboratorio, mediante lo cual se evita su descomposicion durante su

transportacion cuando ésta sobrepasa las 24 horas.
41



Las técnicas y pruebas que se utilizan para efectuar el diagnostico en orden de

importancia corresponden:

- Titulacién de anticuerpos antiLeptospira en suero, mediante la técnica de
microaglutinacion, como lo refiere el manual de técnicas de diagndéstico del
INDRE. Esta prueba determina anticuerpos totales, el resultado positivo
indica infeccidén pasada o presente.

- Titulos a partir de 1:80 son considerados como sospechosos de
leptospirosis. Para su confirmacion se requiere de una segunda muestra (no
antes de dos semanas posteriores) en la cual el titulo debe aumentar cuatro
veces mas que el inicial, de ser posible se realiza la observacion de la
Leptospira en sangre, suero, orina, LCR, exudados y biopsia mediante

microscopia de campo oscuro.®

10.2 OMS

La Organizacion Mundial de la Salud en su Guia para el diagnéstico, vigilancia y
control de la leptospirosis humana menciona que el apoyo del laboratorio es
necesario ya que cumple con las siguientes funciones: Confirmar el diagndstico
mediante métodos que ayuden a confirmar la leptospirosis en donde se
sospecha la enfermedad en base a los aspectos clinicos; la siguiente funcion es
por razones epidemiolégicas de salud publica, esto es, determinando el serovar

causante de la enfermedad, la probable fuente de infeccion, el reservorio

42



potencial y su ubicacion, todo lo que contribuye a definir las estrategias de
control.

Los métodos para el diagnéstico recomendados por la OMS son: deteccion de
anticuerpos (MAT, ELISA), cultivo de la bacteria en muestras de sangre orina o
tejidos, o por la demostracion de leptospiras en tejidos utilizando anticuerpos
conjugados con marcadores de fluorescencia, si se disponen de otros métodos

como PCR y la inmunotincion contribuiran en el diagnéstico.®

10.3CDC

El Centro de Control y Enfermedades sugiere que el diagndstico se basa
generalmente en la serologia. Los anticuerpos pueden ser detectados de 5-7
dias de inicio de los sintomas. Menciona que la observacién del organismo en
microscopia de campo oscuro es relativamente insensible.

La confirmacién de leptospirosis requiere seroconversion entre la fase aguda y
de convalecencia en muestras de suero, como lo demuestra la prueba de
aglutinacion microscopica (MAT), el culivo en muestras clinicas, o la

observacion de leptospiras en una muestra clinica por inmunoflorescencia.

También se recomienda el diagnostico utilizando el método de ELISA IgM

debido a su alta especificidad y sensibilidad.

43



Menciona que el objetivo de la investigacién es identificar los casos, para
identificar la fuente de infeccién y de instituir las medidas de control cuando sea

posible para minimizar la transmisién de la enfermedad.

Si se sospecha de un brote:

- Ponerse en contacto con el médico u hospital para confirmar el
diagnéstico

- Obtener muestras de laboratorio adecuadas

- Buscar la fuente de infeccion, eliminar la contaminacién o prohibir su

uso.?’



Xl. METODOS DE DETECCION

Un diagndstico oportuno y preciso de leptospirosis aguda daria lugar a la
administracion de los antibiéticos, que son potencialmente eficaces en la

mitigacion de las consecuencias negativas de la infeccién por leptospiras.®®

El diagnéstico de la leptospirosis comprende el diagnéstico clinico,

bacteriolégico, seroldégico y molecular.

Un numero de métodos serolégicos se han descrito para el diagnostico de
laboratorio para leptospirosis, incluida la prueba de aglutinacibn microscépica
(MAT), hemaglutinacion indirecta y ELISA, prueba de inmunofluorescencia

indirecta. 889

11.1 Técnicas bacterioldgicas o directas

Los estudios bacteriolégicos identifican al microorganismo por métodos
directos, mediante la observacion en microscopio de  campo 0Scuro,
coloraciones argénticas, aislamiento del agente en cultivos especiales,
inoculacion en animales de laboratorio, inmunofluorescencia directa e

inmunohistoguimica.*
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11.1.1 Microscopia de campo oscuro

Este es un examen donde se pueden visualizar las leptospiras en el material
clinico ya sea en LCR, sangre, orina, después de una tincién adecuada (Ver
figura 7). Aproximadamente debe de haber una concentracion 104
leptospiras/mL para ser detectadas en microscopia de campo oscuro,®
proteinas séricas, hebras de fibrina y otros residuos celulares pueden parecerse
a las leptospiras siendo que, ademas, la concentracién de organismos en la
orina de humanos y animales es frecuentemente muy baja como para ser

detectables por este método.
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Figura 7. Tincidon de Warthin Starry mostrando a Leptospira en las células tubulares del
rifion.

FUENTE: Sethi S, Sharma N, Kakkar N, Taneja J, Chatterjee SS,Surinder Singh,Meera
Sharma . 2010. PLoS Negl Trop Dis 4(1).
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Las leptospiras pueden concentrarse por centrifugacion diferencial, pero el
porcentaje de observaciones positivas igual se mantiene bajo.

No se recomienda la microscopia directa de la sangre como procedimiento de
rutina, ademas de presentar otras desventajas (ver tabla 4).

Las leptospiras también se pueden visualizar por microscopia electronica.

Los meétodos de coloracion son: coloracion de plata, coloracion por
inmunofluorescencia directa usando anticuerpos monoclonales de conejo
marcados con fluoresceina 0 ratdn, coloracién con inmunoperoxidasa,

hibridacion in situ usando sondas de ADN.%*
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Tabla 4. Ventajas y desventajas de la microscopia de campo oscuro.

VENTAJAS

DESVENTAJAS

La microscopia de campo oscuro es
particularmente Gtil para observar las
leptospiras en cultivo, sobre todo
cuando estan presentes en gran
nimero y para Observar la
aglutinacion en la MAT.

La microscopia de campo oscuro es
técnicamente  exigente; reconocer las
leptospiras es dificil, en particular cuando
estan presentes en poca cantidad. Artefactos,
tales como trazos de fibrina en sangre, son
facilmente confundidos con leptospiras

Diagnésticos falsos positivos ocurren con
frecuencia. En consecuencia, la microscopia
de campo oscuro es Ut solamente para
quienes tienen considerable experiencia
observando leptospiras

Diagnésticos, tanto falsos positivos como
falsos negativos son faciles de realizar motivo
por el cual los resultados de la microscopia
de campo oscuro de material clinico debe ser
siempre confirmada con

otras pruebas.

FUENTE: World Health Organization, Geneva; 2003.
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11.1.2 Cultivo

El aislamiento del agente causal es la mejor manera de establecer un
diagnostico definitivo de leptospirosis, pero el tiempo requerido para su
deteccion lo hacen poco practico como método de rutina en la practica clinica,
sin embargo es de indudable importancia epidemiolégica.®?

Las leptospiras se pueden cultivar en medios especiales como Fletcher, EMJH
o Tween-80 con albumina. Crecen lentamente (tiempo de generacion de 6 a 16
horas), requieren una incubacion de 28 a 30°C durante un periodo que puede
ser hasta de 4 meses, sin embargo, la mayor parte de los cultivos arrojan
resultados positivos a las 2 semanas. Puesto que la concentracion de
microorganismos en sangre, LCR y la orina puede disminuir después de la
primer semana de la infeccion, se deben recoger varias muestras del sujeto con
sospechas de leptospirosis. Ademas, los inhibidores presentes en la sangre y
en la orina pueden retrasar o evitar el aislamiento de las leptospiras. A
diferencia de la mayoria de los hemocultivos, tan solo se inoculan una o dos
gotas de sangre en el medio de cultivo. De igual modo, la orina se trata con el
fin de neutralizar el pH y se concentra por centrifugacion. A continuacién se

inoculan algunas gotas del sedimento en el medio de cultivo.*®
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11.2 Técnicas seroldgicas

11.2.1 Pruebade aglutinacién microscoépica (MAT)

El estandar de oro para el diagnostico seroldgico de la leptospirosis en los
animales y humanos es la MAT. La MAT es actualmente la prueba mas eficaz
para determinar el serotipo y el serogrupo de las leptospiras.®

El método es simple y consiste en mezclar el suero a estudiar con leptospiras
cultivadas y para luego evaluar el grado de aglutinacién usando un microscopio
de campo oscuro. De acuerdo con el Subcomité de Taxonomia en Leptospira,
el punto de corte se define como la dilucién del suero que muestre el 50% de
aglutinacién, dejado 50% de células libres, cuando se lo compara con un control

que consiste de cultivo diluido 1:2 en tampén fosfato salino.®®

La MAT se realiza como se describe a continuacion.

Las cepas se subcultivan en medio EMJH cada semana. Se debe usar el
cultivo entre el cuarto y décimo dia de crecimiento a 30°C. Para restringir el
crecimiento bacteriano, se aconseja guardar los cultivos a temperatura
ambiente en la oscuridad una vez el cultivo haya crecido a una densidad de
2-4 x 108 leptospiras/mL. Después de 10 dias, es mejor guardar el cultivo a
15°C. La viabilidad celular (densidad y movilidad) y la ausencia de

contaminacion se verifican usando el microscopio de campo oscuro.
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Antes de usar las cepas, se diluyen generalmente 1:2 con solucion fisiologica
tamponada para obtener una densidad de 1-2 x 108 leptospiras/mL. La
densidad celular de cada cepa debe verificarse individualmente.

Existen opiniones diferentes respecto de si es preferible usar antigeno vivo o
muerto en la MAT. Se ha reportado que el antigeno muerto (concentracion final
de 2% formaldehido) es mas sensible pero menos especifico que las
preparaciones con antigeno vivo. Los antigenos muertos tienen la ventaja de
ser mas seguros de manipular y puede ser guardado por unas pocas semanas
antes de que ocurra una pérdida significativa de la actividad. La tabla 5 nos

muestra los serovares de referencia usados como antigenos para la MAT.
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Tabla 5. Serovares de referencia usados como antigenos para la prueba de aglutinacion
microscoépica (MAT).

N° Especie Serogrupo Serovar Cepa
1 L.biflexa Andamana Andamana CH 11
2 L. interrogans Australis Australis Ballico
3 L. interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava
4 L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A
5 L. borgepetersenii  Ballum Ballum Mus 125
6 L. borgepetersenii  Ballum Ballum S 102
L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienen
8 L. weilii Celledoni Celledoni Celledoni
9 L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht IV
10 L. interrogans Canicola Canicola Ruebush
11 L. kischneri Cynopteri Cynopteri 3522 C
12 L. interrogans Djasiman Djasiman Djasiman
13 L. interrogans Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V
14 L. santarosai Hebdomadis Borincana HS 622
15 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA
16 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni M20
17 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Mankars o Mankars o
18 L. borgepetersenii  Javanica Javanica Veldrat Batavia 46
19 L. santarosai Mini Georgia LT117
20 L. interrogans Pomona Pomona Pomona
21 L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem
22 L. santarosai Pyrogenes Alexi HS 616
23 L. interrogans Sejroe Wolffi 3705
24 L. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1
25 L. borgepeterseni  Tarassovi Tarassovi Perepelicin
FUENTE: World Health Organization, Geneva; 2003.
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Método e interpretacion

Consiste en dos pasos sucesivos, llamados (1) tamizado; para determinar
el(los) serogrupo(s) responsable(s); y (2) la MAT cuantitativa para determinar el
titulo del suero para cada antigeno probado.

No se debe usar un suero “lechoso” que contenga gotas de grasa.

Tamizado

El procedimiento es como sigue:

e Inactivar el complemento calentando el suero a 56°C por 30 minutos.

e Diluir el suero 1:25 en solucién salina

e Descargar 50uL de solucion fisiologicamente tamponada en la primera
fila de pocillos de una placa de microtitulacion. El nimero de pocillos es
el mismo que el nimero de antigenos. Esta fila corresponde al “antigeno
control”.

e Cada una de las demas filas corresponden a un suero en particular.
Dispensar 50 uL de suero diluido, previamente tratado para remover el
complemento en cada pocillo. Como antes, el nUmero de pocillos sera el
mismo como el nimero de antigenos. Repetir para cada uno de los
sueros.

e Cada columna corresponde a un antigeno. Descargar 50uL de antigeno

diluido en los correspondientes pocillos, incluyendo el “antigeno control”.
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Repetir para cada uno de los antigenos probados. La dilucion final del
suero es entonces 1/50.

Cubrir la placa de microtitulacion e incubarla a temperatura ambiente en
la oscuridad por 2 horas o toda la noche a 4°C

Usando un gotero, transferir una alicuota de cada uno de los pocillos a
un portaobjetos, columna por columna. La lectura de cada una se
determina en relacibn a la aglutinacion del antigeno control
correspondiente (Figura 8).

Cada suero que da una aglutinacién de al menos 50% de las leptospiras

(comparadas con el antigeno control) es considerado positivo.**
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Figura 8. Reacciones de la prueba de aglutinaciéon microscépica (MAT) a: lamina control
b: lamina con 25% de aglutinacion (zonas como copos de algodoén); c: ldmina con 50%
de aglutinacién; d: lamina con 75% de aglutinacion; e: ldmina con 100% de aglutinacién;
f: ldmina con 100% de aglutinacién y lisis; g: lamina con 100% de lisis; h: lamina

negativa.

FUENTE: Céspedes, Manuel. 2005. Leptospirosis: enfermedad zoondtica y reemergente:
Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Publica, vol. 22 no. 4.
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La MAT es una prueba compleja y de dificil realizacion e interpretacién, por lo
gue requiere de personal con experiencia; cultivos vivos de todos los serovares
requeridos para su uso como antigeno, los cuales deben ser mantenidos
semanalmente, ademas es peligrosa para el personal de laboratorio por la
continua manipulacion de bacterias vivas.

Otras desventajas incluyen el riesgo continuo de contaminacion cruzada de las
cepas, haciendo necesario la verificacion periédica de cada serovar con sus
antisueros homadlogos. Los antigenos usados deben incluir un representante de
cada serogrupo y también se debe tener serovares aislados localmente, e

incluir dentro de la bateria a uno de los serovares de L. biflexa.®®

La tabla 6 muestra un estudio realizado por Bajani y cols sobre la sensibilidad y
especificidad que muestra la MAT en comparacidbn con otras pruebas

serolégicas.®®

57



Tabla 6. Sensibilidad y Especificidad de Bajani y col.

% Sensibilidad % Especificidad

ELISA 90.7 97.4
IHA 81.5 95.9
LDS 94.8 89.4
DST 96.4 98.2
MAT 98.2 96.4

FUENTE: Bajani Mary D, Ashford David A , Bragg Sandra L, et al.2003.Journal
of clinical Microbiology, Vol.41, No.2.
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11.2.2 ELISA Indirecto IgM

El método de ELISA es usado como una prueba adicional o como una
alternativa a la prueba de MAT. Es el método mas usado para detectar
leptospirosis precoz. Los anticuerpos de tipo IgM son los que se presentan en
una reciente infeccion y estas se pueden detectar especificamente por ELISA.
Se han desarrollado una gran variedad de ELISAs y comparandolos con la
prueba MAT mostraron una concordancia muy alta. Usando un solo antigeno o
pool de antigenos en la prueba de ELISA se pueden determinar anticuerpos
IgM frente a varios serovares antigénicamente relacionados. Los sueros

positivos deben ser confirmados por MAT.%’

La prueba se realiza de la siguiente forma:
Preparacién del antigeno
e Usar un cultivo de L. biflexa serovar Patoc a una densidad de 108-109
leptospiras por mL determinada por microscopio de campo OSscuro.
Agregar formaldehido a una concentracion final de 0,2% y dejar en la
mesa de laboratorio por 3 a 4 horas.
e Colocar en bafio maria a 100°C por 30 minutos.
e Guardar el sobrenadante, que constituira la fuente de antigeno.

Cubrimiento de placas
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Dispensar 150uL de antigeno en cada pocillo

Guardar a 37°C de 3 a 5 dias hasta que se evapore totalmente

Estas placas deben guardarse en la oscuridad, a temperatura ambiente y
en una caja seca herméticamente cerrada o un recipiente plastico
sellado. El antigeno se mantiene estable por aproximadamente un afio

bajo estas condiciones.

Saturando sitios no especificos

Lavar las placas tres veces con PBS-leche inmediatamente antes de ser
usadas

Dejar los pocillos en contacto con PBS-leche, ya sea toda la noche a 4°C
o por 1 hora a 37°C.

Desocupar los pocillos por inversién y secar los placas golpeandolas
contra papel de filtro

Distribuyendo los sueros a estudiar

Cada suero de paciente es analizado por duplicado a una dilucion de
1/400 en PBS-leche. Para cada serie de las muestras del paciente a
estudiar se reservan:

8 pozos para el rango de dilucién de la mezcla positiva, de 1/400 a
1/51200.

2 pozos para el umbral del suero control.
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e 1 pozo para el control del antigeno.
e 1 pozo para el control del conjugado.
e Incubar las placas a 37°C por 1 hora.
Agregado del conjugado
e Vaciarlos pozos y lavar tres veces con PBS 1x
e Preparar el sustrato antes de ser usado:
- 1mL de solucion madre “stock” de solucion ABTS.
- 20mL del tampon de sustrato.
- 200uL de la solucion diluida de H,0;
e Dispensar 150uL de conjugado diluido en cada pocillo.
e Agitar e incubar a temperatura ambiente por 10 minutos (revisar
visualmente por cambio de color). La reaccién se detiene por el agregado

de 50puL de 10% de sodio duodecil sulfato (SDS) en cada pozo.

Andlisis

Medir la densidad 6ptica (DO) a 405nm con un espectrofotdmetro equipado con
una plataforma para la placa de microtitulacién. Un color verde en los pocillos
indica que los anticuerpos estan presentes en la muestra de suero.

Deducir los titulos de anticuerpos para cada paciente, a partir de una curva
obtenida con los valores de DO de un rango de diluciones de una mezcla (pool)
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de sueros positivos. Para determinar el umbral positivo se usa un suero umbral
diluido en 1/400 y se marca la correspondiente DO en la curva.®®

La tabla 7 presenta las ventajas y desventajas de ELISA sobre la MAT.
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Tabla 7. Ventajas y desventajas de ELISA en comparacion con la MAT.

VENTAJAS

DESVENTAJAS

Detecta anticuerpo IgM en la fase

temprana de la infeccién.

Solo utiliza un antigeno, llamado
antigeno género especifico, el
cual es compartido por leptospiras

patdgenas y saprofitas.

ELISA puede ser estandarizada

No requiere del cultivo de
leptospiras en el laboratorio local,
para proveer de antigeno desde
que un kit comercial esté

disponible.

Algunas pruebas de ELISA son menos
especificas que la MAT vy reacciones
cruzadas deébiles, debido a la presencia de
otras enfermedades, pueden  ser

observadas.

Como se basa en un antigeno género
especifico, la prueba de ELISA no da

indicacion del serovar infectante.

FUENTE: World Health Organization, Geneva; 2003.
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11.3 TECNICAS MOLECULARES

11.3.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El desarrollo de técnicas de biologia molecular juega un papel importante en el
diagnéstico temprano de la leptospirosis, el cual estd enfocado en la deteccién
directa de secuencias blanco de ADN de leptospiras en muestras clinicas. Los
metodos basados en el ADN tales como la hibridacion “Dot blot” o “Southern
blot” que emplean secuencias especificas como sondas o la técnica Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) han permitido la
identificacion de especies de leptospiras patdgenas y no patégenas, asicomo el

diagnéstico de infecciones agudas.®

La reaccion en cadena de la polimerasa provee una base novedosa para la

tipificacion de las leptospiras.

La reacciéon en cadena de la polimerasa (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 nucleétidos y sometidos a ciclos de
temperatura, amplifican una seccién del ADN de Leptospira. La PCR puede ser
empleada con sangre, orina, liquido cefalorraguideo y muestras de tejido (ante

0 post-mortem).
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El ADN amplificado puede ser relativamente facil de detectar en geles. Ademas,
hibridizaciones subsecuentes o concomitantes con sondas marcadas hacen
posible el uso de varios métodos de deteccion altamente especfficos
(fluorografia, cromatografia, autorradiografia en soluciones o en “blots”) durante
o después de la PCR.

La PCR debe combinarse, de preferencia, con un lance de hibridacion o
realizarse con un set de iniciadores anidados para asegurar una alta
especificidad. Con la actual disponibilidad de termocicladores avanzados y
rapidos y kits de extraccion de acidos nucleicos “listos para usar’, la PCR es un
método rapido posible de diagnéstico temprano de la leptospirosis.®®

A continuacion se describird a grandes rasgos la técnica de PCR la cual
consiste basicamente en tres etapas:

l.- En la primera etapa el ADN molde es incubado a alta temperatura (92-98°C,
de 30-90 segundos), para separar las cadenas complementarias,
desnaturalizacion de ADN y asi hacerlas accesibles al apareamiento con el
iniciador especifico.

Il) La etapa de alineamiento en la cual la reaccion es enfriada para permitir que
los oligonucleétidos iniciadores se alineen o hibriden las secuencias
complementarias del ADN blanco.

[I) La reaccion de extensidn, generalmente llevada a cabo a una temperatura
intermedia, en el cual el ADN polimerasa copia el ADN entre las secuencias

correspondientes a los oligonucledtidos iniciadores.
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Estas tres etapas de la reaccion constituyen un ciclo térmico. Un protocolo
tipico de PCRincluye de 30 a 50 ciclos. Cuando cada ciclo térmico se completa,
los fragmentos recientemente sintetizados sirven como ADN blanco, y en unos
pocos ciclos mas, el producto predominante serd una unica clase de fragmento
de ADN cuya longitud corresponde a la distancia de los oligonucledtidos

iniciadores (figura 9).%
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ESTRATEGIA PARAEL PCR
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Figura 9. Esquema que representa el proceso de reaccion en cadena
de la polimerasa

FUENTE: http://www.medvet.una.ac.cr/carrera/mva505_Practica9.pdf
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Para realizar una PCR se necesita mezclar en un tubo el ADN que contiene la
secuencia a amplificar, ambos cebadores que se alineardn a las cadenas
simples del ADN, la mezcla de los cuatro desoxirribonucledsidos trifosfatados
(DNTPs) en cantidades suficientes, el tampon de reaccidn para la polimerasa,
agua ultrapura para completar el volumen final de reaccion (Qque normalmente
oscila entre 20 y 100uL), y como ingrediente final crucial para la reaccion, la
enzima ADN polimerasa termoestable. También se utilizan los siguientes
reactivos:

- Solucion amortiguadora: La solucion amortiguadora para la reaccién se
emplea, comunmente, concentrada diez veces, y por lo general incluye Tris-
HCI (pH=8.4 a temperatura ambiente), KCI, gelatina y MgCl..

- Magnesio: Tanto el ibn magnesio como el manganeso tienen una funcién
criica en la reaccion, requiriéndose a una concentracibn que oscila
regularmente entre 0.5 y 2.5mM. La concentracion de MgCl, debe
optimizarse para cada ensayo en particular, ya que puede tener efecto tanto
en la especificidad como en el rendimiento de la reaccion. En general,
concentraciones insuficientes de Mg*? dan lugar a bajo rendimiento,
mientras que en exceso se obtienen amplificaciones inespecificas.

- Desoxirribonucleosidos  trifosfatados (ANTPs):  Los cuatro dNTPs
(dATP,dTTP, dCT y d GTP distinguibles por sus bases nitrogenadas) son

los ladrillos con los que se construyen las nuevas cadenas de ADN. La
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variacion en su concentracion afecta la especificidad y la fidelidad de la
reaccion.

Cebadores o inicidadores: Estos son el componente mas sensible que
determina el éxito de un ensayo de PCR. Su longitud suele estar entre los
18 y 30 nucledtidos, y su contenido en G+C entre los 40-75%. La
concentracion a la que suelen emplearse en una PCR est4 en el intervalo
de 0.1-05pM. Los iniciadores normalmente se disefian para ser
exactamente complementarios al molde de ADN.%® Uno de los primers mas
usados fue el descrito por Merien et al que amplifica el fragmento 331-bp
del gene de los rrs (rRNA 16S) de Leptospira patdgena y no patégena, %
mientras que las primers G1 y G2 descritas por Gravekamp et al amplifican
serovares patdgenos excepto Leptospira kirschneri.'%!

Enzima: Sélo pueden utilizarse polimerasas que sean capaces de actuar a
las altas temperaturas empleadas en la reaccion. En la actualidad la
mayoria de las polimerasas que se suministran comercialmente son
versiones recombinantes e incluso mejoradas por ingenieria genética. Dos
enzimas de uso muy extendido son la ADN polimerasa Taq, proveniente de
la bacteria termofilica Thermus aquaticus y la Vent de la bacteria
Thermococcus litoralis. Sus temperaturas Optimas de catalisis oscilan
alrededor de los 72°C, temperatura a la cual incorporan aproximadamente
100 nucledétidos por segundo, siendo estables a altas temperaturas, incluso

por encima de 92°C .12
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- ADN: La concentracion de ADN molde depende de la fuente utilizada, e
idealmente se requieren 300 nanogramos a 1 microgramo de ADN
genémico.’®® El molde puede ser también ARN que sea previamente
transformado en ADNc mediante transcripcion reversa. En general, no es
necesario purificar el molde, porque la reacciéon puede tolerar la
presencia de impurezas, pero hay que tener mucho cuidado de eliminar,
lo mas posible, la presencia de inhibidores de la polimerasa, sobre todo
en las muestras clinicas. Si el material son suspensiones celulares,
puede ser suficiente con romper las células por calor, pero para la
mayoria de las muestras clinicas es necesario realizar un procedimiento
de extraccion con fenol-cloroformo y posteriormente precipitacion de
acidos nucleicos con isopropanol o etanol.%

- Agua: El agua que se utiliza en una reaccién de PCR debe tener muy
pocas sales (bidestilada) y si hay variaciones en la cantidad de iones
entre una reaccion y otra podria haber problemas. Si se cuenta con un
buen desionizador en el laboratorio serd suficiente con solo
esterilizarla.*®*

Para diferenciar entre genomoespecies después del PCR se usa geles de

poliacrilamida, seguido de la tincién con plata.'® La tabla 8 presenta las ventajas

y desventajas de la PCR.
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Tabla 8. Ventajas y desventajas de PCR

VENTAJAS

DESVENTAJAS

La PCR puede confirmar
rapidamente el diagnostico en la
fase temprana de la enfermedad,
cuando la bacteria puede estar
presente y antes que los titulos de
los anticuerpos alcancen niveles
detectables.

La PCR requiere de equipos
especiales y la dedicacion de un
espacio de laboratorio, al igual que
personal altamente calificado.

Puede dar resultados falsos positivos
por la presencia de minimas
cantidades de ADN extrafio que puede
contaminar el area de trabajo.

Puede dar resultados falsos negativos
por la presencia de inhibidores en los
materiales clinicos que estan siendo
examinados

FUENTE: World Health Organization, Geneva; 2003.
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XIl. CONCLUSION

En cuanto a lo investigado anteriormente se llegd a las siguientes

conclusiones:

La leptosiprosis al presentar un amplio espectro de sintomas es
subdiagnosticada y por lo tanto son numerosos los casos de esta
enfermedad que no son notificados.

Gracias a que México cuenta con un programa de Vvigilancia
epidemioldgica y ser reconocida la leptospirosis como una de las
zoonosis mas importantes por la Secretaria de Salud se tienen datos
relevantes sobre la situacion de leptospirosis, sin embargo aun falta
interés del clinico para estudiar detenidamente este padecimiento.
Algunas técnicas para el diagnéstico de leptospirosis presentan ciertos
inconvenientes, tal es el caso de la técnica de microaglutinacion que
pese a ser el método de referencia utilizado por el INDRE y presentar
mayor especificidad y sensibilidad que otras pruebas serolégicas,
presenta inconvenientes debido a que se requiere de personal
capacitado y wuna constante mantenimiento de los serotipos

representantes o serogrupos.
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Anexo A

SEGURIDAD EN EL LABORATORIO

Estos son los procedimientos recomendados por la OMS en su guia para el

control y vigilancia de leptospirosis humana:

Para trabajar con leptospiras se requieren los procedimientos estandares de un

laboratorio microbiolégico.

Las leptospiras son susceptibles a la desecacion, &cidos, a
desinfectantes y antisépticos fendlicos y detergentes, y al calor.

Los derrames o salpicaduras en pisos y mesas del laboratorio y pisos de
bioterios deben ser desinfectados.

Los accidentes de laboratorio suponen el mayor peligro para el personal
de laboratorio, en especial aquellos que involucran penetracion en la piel
y cortaduras, junto con salpicaduras en los ojos provenientes de agujas
de jeringas usadas para la inoculacion de animales.

El uso de la boca para pipetear cultivos de Leptospira y suero esta
estrictamente prohibido.

Todo el material de vidrio debe tener su seguridad verificada (p.ej. sin
bordes cortantes) antes de ser lavados. Portaobjetosy pipetas deben
desinfectarse y desecharse. Si es posible, utilizar plastico descartable.

El personal de laboratorio que manipula muestras de sangre o suero

humano para cultivo o serologia también esta expuesto al riesgo de otras
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infecciones (hepatitis viral, VIH, etc.), que pueden ser serias o incluso
fatales. Se debe usar guantes cuando se manipulan muestras de suero.
Si ocurre un accidente, por el cual un miembro del personal se infecta o
cree estar en riesgo de infeccion con leptospiras patdgenas, se
recomienda comenzar un tratamiento profilactico con antibioticos.
Cuando se manipulan nuevos aislamientos y cepas virulentas, se
requiere que todo el personal reporte o notifique cualquier enfermedad
febril.

Se deben tomar medidas para prevenir el contacto directo de las manos
sin proteccion u otra parte de la piel o ropa con salpicaduras de suero o
sangre de derrames o fugas de recipientes.

El calentar las muestras de suero (30 minutos a 56°C) eliminara muchos
agentes infecciosos, pero no todos.

El personal de laboratorio debe tener una muestra de suero de control,
congelada, para compararla con otra, si ocurre un accidente de
laboratorio 0 se sospecha de una exposicion a la infeccién.

Todo el personal debe estar inmunizado contra hepatitis B. Debe
considerarse la inmunizacion contra leptospirosis, dependiendo del grado
de exposicién a animales infectados y la disponibilidad de una vacuna
apropiada. Otras vacunas contra otras zoonosis, tales como la rabia,

deben ser administradas cuando sea necesario.
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El Centro de Control y Enfermedades en su publicaciéon bioseguridad en los
laboratorios de microbiologia y biomedicina menciona que los riesgos en el
laboratorio pueden darse y esto se debe a que el agente esta presente en la
orina, sangre y en tejidos de animales y humanos infectados. La ingestion,
la inoculacion parenteral accidental y el contacto directo e indirecto de la
piel o de las membranas mucosas con cultivos o tejidos infectados o con
fluidos corporales, especialmente con la orina son los principales riesgos en
el laboratorio.

Debido a lo expuesto anteriormente se recomiendan las siguientes
precauciones:

- Para todas las actividades que implican el uso o manipulacién de tejidos,
fluidos corporales o cultivos infectados o potencialmente infectados y para
el alojamiento de animales infectados, se recomiendan las practicas, el
equipo de contencién y las instalaciones de Nivel de Bioseguridad 2.

- Se recomienda el uso de guantes para la manipulacién y necropsia de
animales infectados y cuando exista la posibilidad de contacto directo de la
piel con materiales infecciosos.

Actualmente, no hay vacunas disponibles para su uso en humanos.
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Anexo B

ALGORITMOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LEPTOSPIROSIS
RECEPCION DE MUESTRAS

INSTITUTO DE DIAGNOSTICO Y REFERENCIA EPIDEMIOLOGICOS

L-LEP-01
LEP-P-001
L-LEP-02

LEP-D-05

Equipo de diagnostico rapido 24

Diagnostico MAT 7

LEP-M-002

LEP-M-004

De45a 90

LEP-P-014



ALGORITMOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LEPTOSPIROSIS POR
DETERMINACION DE IgM anti-Leptospira

INSTITUTO DE DIAGNOSTICO Y REFERENCIA EPIDEMIOLOGICOS

DETERMINACION DE LEPTOSPIROSIS POR

DETERMINACION DE IgM

Muestra: Sueros humanos
Muestra Unica <1:1280
Muestras en situacién de emergencia
Muestra Unica negativa de cadaver

*Positivo ‘ Negativo

*Cuando se observa reactividad de
acuerdo a los criterios
establecidos por el fabricante y
verificados por el INDRE. Tiempo
de emisién D-LEP-07

Almacenamiento
de muestras

FUENTE: Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemiolgicos (INDRE)
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ALGORITMOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LEPTOSPIROSIS POR

AISLAMIENTO DE Leptospira

INSTITUTO DE DIAGNOSTICO Y REFERENCIA EPIDEMIOLOGICOS

*Aislamiento de cualquier serovariedad de
Leptospira se informa positive indicando
especie, serovariedad y cepa. Tiempo de
emisién D-LEP-07.

FUENTE: Instituto de Diagnodstico y
Referencia Epidemioldgicos (INDRE)

Tipo de | Cantidad | Observaciones

muestra

Sangre 3abmL Se requiere muestra estéril no lipémica. De preferenda sin anticoagulante, en
el caaso de requeriro utilizar heparina.
Transportaren refrigeradén.

LCR ImL Se requiere estéril. Transportara temperatura ambiente.

Tejido imm?® Transportaren refrigeracidn, colocarla muestra de preferenda ensolucion
reguladora de fosfatos estéril.

Orina 20 a 30mL Realizarla toma del chorro medio, dela primera miccon del dia. Transportar a
temperatura ambiente no mas de 4 horas.

Aguas,lodos etc. 250 a Realizarla toma del drea apadble.

500mL
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ALGORITMOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LEPTOSPIROSIS POR
MICROAGLUTINACION

INSTITUTO DE DIAGNOSTICO Y REFERENCIA EPIDEMIOLOGICOS

FUENTE: Instituto de Diagndsticoy
Referencia Epidemioldgicos (INDRE)




ALGORITMOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LEPTOSPIROSIS POR
PCR

INSTITUTO DE DIAGNOSTICO Y REFERENCIA EPIDEMIOLOGICOS

*Deteccion de  ADN
FUENTE: Instituto de Diagndstico y leptospiral el resultado
Referencia Epidemiol dgicos (INDRE) . .

solo se emite positive al

género Leptospira
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