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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo “Realizar un estudio
descriptivo exploratorio de la enfermedad utilizando la Prueba de ELISA
Indirecta estandarizada con un “pool” de antigenos de Leptospira interrogans,
de anticuerpos IgM, en muestras de suero de fase aguda de Leptospirosis

humana”.

Se empled 91 muestras de pacientes que acudieron a los centros de
salud, de la ciudad de Santo Domingo, con sintomas de Dengue y con
resultado negativo a ella; las cuales fueron sometidas a la prueba indicada.

Del total de muestras evaluadas por ELISA Indirecta (IgM), 21 muestras
resultaron “reactivas” o positivas, que corresponde al 23%. No se encontrd
diferencias significativas al relacionar la enfermedad con el género, edad vy

area de residencia.

Se concluye que la deteccion de la Leptospirosis en los estados agudos
iniciales, mediante la prueba de ELISA Indirecta, debe ser un procedimiento de
rutina en el medio tropical, sumandose a la deteccion de Dengue habitual. Se
recomienda revisar los planes de control ambiental y de salud publica en la

ciudad, en especial el control de roedores y perros callejeros.

PALABRAS CLAVE: Leptospirosis, zoonosis, test de ELISA Indirecta, control

ambiental.
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ABSTRACT

This research aims to "Performing an exploratory descriptive study of
disease using standardized indirect ELISA test with a" pool "of Leptospira
interrogans antigens, IgM antibodies in serum samples from acute human

leptospirosis.”

We used 91 samples from patients attending health centers of the city of
Santo Domingo, with symptoms of Dengue and negative to it, which were

subjected to the test indicated.

Of all samples evaluated by indirect ELISA (IgM), 21 samples were
"reactive” or positive, corresponding to 23%. No significant differences were

found relating the disease to gender, age and area of residence.

We conclude that the detection of acute leptospirosis initial states by
indirect ELISA test should be a routine procedure in the tropical environment,
adding to the usual Dengue detection. We recommend reviewing the
environmental control plans and public health in the city, especially the control

of rodents and stray dogs.

KEYWORDS: Leptospirosis, zoonoses, Indirect ELISA test, environmental

control.
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1. INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa causada por leptospiras
patbgenas, que se caracteriza por un amplio espectro de manifestaciones
clinicas en el hombre, que oscilan desde una infeccibn normal hasta una
enfermedad fulminante y mortal. La Leptospirosis leve se puede presentar
como un proceso pseudogripal, es decir, con cefaleas y mialgias. La
leptospirosis grave se conoce también como sindrome de Weil y se caracteriza
por ictericia, alteraciones en la funcién renal y diatesis hemorragica (Speelman,
P. 2000).

La leptospirosis es una antropozoonosis de amplia difusion en el mundo,
que afecta como minimo a 160 especies de mamiferos (Brooks, G. 2002). El
reservorio mas importante son los roedores, sobre todo las ratas, pero los
perros, otros mamiferos salvajes, los peces y los péajaros también albergan
estos microorganismos, estableciendo una relacibn de simbiosis con el
huésped y a veces persisten durante afios en el tubulo renal (Farr, RW. 1995).
Las leptospiras son espiroquetas que pertenecen a la orden Spirochaetales y a
la familia Leptospiraceae. Tradicionalmente, el género Leptospira constaba de
dos especies: la L. interrogans patdgenay la L. biflexa de vida libre.

En la actualidad se conocen siete especies de leptospiras patdgenas,
clasificadas segun su parentesco de ADN, pero resulta mas practico desde el
punto de vista clinico y epidemioldgico utilizar una clasificacion basada en las
diferencias seroldgicas; en esta linea de analisis, se dividen en serotipos segun
su conformacion antigénica, existiendo mas de 200 serotipos que componen
los 23 grupos seroldgicos conocidos hasta este momento (Murria, P. y colab.
2002).Son microorganismos espirales, finos y dotados de gran movilidad con
extremos en forma de gancho y dos flagelos peri plasmaticos, con los cuales
labran surcos en los tejidos, miden de 6 a 20 um de longitud y
aproximadamente 0.1 um de anchura y apenas se tifien, requiriendo medios

especiales para su crecimiento.



Segun el Boletin epidemioldgico de la OPS (2004), en nuestro pais se
evidencio el germen por primera vez en la ciudad de Guayaquil por el doctor
Hidayo Noguchi, cuando en 1918 estudiaba la fiebre amarilla por mandato de
un organismo internacional. Observo en pacientes con estado febril e ictéricos
un patogeno espiral al que denomind Leptospira icteroides, al tener similitud
con gérmenes descritos en 1914 por los japoneses Inada e ldo, quienes lo
reportaron como espiroqueta, siendo los verdaderos descubridores de esta
patdbgeno por primera vez en el mundo, aunque sus estragos a la especie
humana se registran en el aflo 2500 AC, donde aparecen signos de la
enfermedad en la literatura cunieforme mesopotanica y luego en papiros de la
medicina egipcia, para acentuarse el interés por Louis Landouzy (1883) al
describir el primer caso reconociendo y describiendo el cuadro en humanos,
abonando el camino para que el doctor Adolf Weil (1988), estudiara con
profundidad, en trabajadores agricolas alemanes, cuadros visibles de la
enfermedad lo que significé la denominacion de Enfermedad de Weil, como

también se conoce la forma mas agresiva de la enfermedad.

Segun el Ministerio de Salud del Ecuador (2008), la leptospirosis
humana incremento su presentacion desde los afios 1988 hasta nuestros dias
con episodios ondulantes, debido especialmente al incremento de los
huéspedes intermediarios y circunscritos a lugares y sitios de critica salubridad
donde los roedores, en especial, han definido su presencia. En efecto, cerca de
900 casos se han confirmado por laboratorio en diferentes lugares del pais:
1988 (398 casos); 2003 (155); 2006 (122); 2007 (155); 2008 (15) y cerca de 16
casos en el 2009 (Aguilar, J. 2009), reportada en las provincias de Guayas,
Manabi, Los Rios y El Oro especialmente y complementariamente Pichincha vy,
Zamora, estimandose por consulta a médicos humanos en la nueva Provincia
de Santo Domingo de los Tsachila, una prevalencia en los rangos del 2 al 3%

(dato de la autora) de la enfermedad en humanos.

Los cambios demogréficos, ambientales, la globalizacién, asi como, la

mas estrecha relacion entre los animales y el hombre que se incrementa cada
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dia, trae consigo el enfrentamiento del hombre a nuevos desafios médicos,
donde las enfermedades “emergentes” o zoonosis, ocupa prevalente atencidon
en el mundo; pero en contraposicion a lo expresado, son éste grupo de
enfermedades que mas desatencidn experimentan, en especial en los paises
en desarrollo como el nuestro, donde pasan desapercibidas por el médico
tratante y los organismos oficiales de salud, en especial y particularmente la
leptospirosis, enfermedad no diagnosticada normalmente, aspecto estimulado
por su presentacion clinica que carece, en su mayoria de casos, de
manifestaciones especificas, observandose a menudo un cuadro febril de
comienzo repentino, cefalea y mialgia, diagnosticAndose equivocadamente
como meningitis o encefalitis, solicitandose pruebas serolégicas confirmatorias
anicamente en un 10% de los casos que se sospecha su presentacion, siendo

el resto no diagnosticado.

La Leptospirosis se presenta en las zonas urbanas y rurales,
desarrolladas y subdesarrolladas de todo el mundo, excepto en las regiones
polares. Constituye un riesgo ocupacional de los agrotrabajadores, granjeros,
trabajadores de alcantarillados, mineros, veterinarios, criadores de animales,
empleados de mataderos, trabajadores piscicolas, militares, habitantes de las
zonas periféricas de las ciudades asi como familias de cerca relacion
epidemioldgica con reservorios de ratas (rattus), bafistas y deportistas que
acampan en el campo o en zonas infectadas (Donado, E., Barredo, N. 2000).
Estos mismos autores, indican que es una enfermedad que afecta

predominantemente a hombres y se relaciona con la ocupacion.

Segun Douglas, B., Mandell, G. 2002, esta enfermedad compromete
endémicamente a: animales domeésticos, peridomésticos silvestres vy
esporadicamente al hombre. Rara vez se presenta como epidemia. Es mas
frecuente en verano o durante las temporadas mas lluviosas y tiene mayor

incidencia en edades laboralmente mas activas.

La transmision se presenta por contacto con la piel, especialmente si

esta escoriada; o de las membranas mucosas, con agua, tierra humeda o
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vegetacion contaminadas con la orina de animales infectados, como ocurre al
nadar, o por inmersion accidental u ocupacional; contacto directo con la orina o
los tejidos de animales infectados a veces por ingestion de alimentos
contaminados con orina de ratas infectadas y otras veces mas inhalacion de
gotitas de aerosol de liquidos contaminados (Vinetz, J. 2001).Es rara la
transmision directa de persona a persona. Las Leptospiras pueden excretarse
por la orina durante un mes, pero se ha observado la bacteria incluso hasta 11
meses después de la enfermedad aguda. La bacteria se aloja en el rifidn de los
animales infectados eliminando el agente por la orina. Los roedores son
considerados portadores sanos (Donado, E. Barredo, N. 2000). Los perros,
vacunos, cerdos, peces, equinos y otros animales domésticos y silvestres

desarrollan la enfermedad siendo una fuente de infeccion al hombre.

Con este ligero esbozo de particularidades técnicas, Santo Domingo de
los Tsachilas con su capital Santo Domingo, constituye el foco ideal para el
desarrollo y difusion de la enfermedad, en los animales y el hombre. La ciudad,
en su zona urbana, presa en su mayoria de condiciones insalubres, producto
del elevado hacinamiento; deficiente servicio de desechos solidos, con
botaderos improvisados ideal para el desarrollo de roedores; agua escasa y
carente de las condiciones de potable; escaso control de perros callejeros, que
diseminan la basura dando un espectaculo deprimente de insalubridad, en un
entorno caracterizado de alta humedad y temperatura; y la zona periurbana,
donde estas condiciones indicadas asumen el nivel de “alarmantes”, exponen a
la poblacibn humana y animal a infecciones recurrentes de leptospira,
asumiendo los animales el papel de transmisores directos a la poblacion
humana de la bacteria, tornando al medio, segun nuestro pre-juicio, a ser
“endémico” de la enfermedad, agudizada por que el médico humano desestima
su presencia y solo cuando el paciente lamentablemente se encuentra en un
estado de postracion clinica dirigida, aparece el interés por estudiar la

posibilidad de su existencia.

A esta realidad se suma otra, tan real y patética, que sostiene en el
fondo el interés de la autora. Es conocido que en los centros asistenciales del

4



Ministerio de Salud, para enfermedades febriles indeterminados, solo
identifican los pacientes afectados de Dengue y Paludismo, siendo su nimero
elevado, calculandose en no menos de 100 los pacientes que acuden
diariamente a ellos, definiendose como hipotesis, que existe un namero
considerable de pacientes afectados de Leptospirosis aguda, que pasan sin ser
“descubiertos”, evidenciandose un grave error clinico-sanitario-epidemiolégico,
que merece ser investigado en sus primeras expresiones posible, lo cual
justifica el esfuerzo por realizar el presente estudio y contribuir a mejorar la
respuesta del area de salud publica a las crecientes y nuevas formas
patolégicas de afectacién a la comunidad.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo General

e Determinar mediante un estudio serolégico de Elisa Indirecta, la frecuencia
de Leptospirosis aguda en la poblacion humana que presentando estados
febriles indeterminados, acuden a los diferentes centros de salud de la

ciudad de Santo Domingo de los Colorados.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Cuantificar la frecuencia de Leptospirosis aguda en pacientes que acuden
con reacciones febriles indeterminadas a los centros de salud de la ciudad.

e Identificar la procedencia urbana o peri-urbana de los pacientes que
resulten “Reactores Positivos” a la Prueba Elisa Indirecta seleccionada.

e Determinar de los Reactores Positivos, la diferencia por sexo y edad, que
como variables dependientes caracteriza la enfermedad en el medio
afectado.

e Diseflar una propuesta de prevencion que tienda a disminuir el riesgo de

contraer la enfermedad en poblaciones susceptibles.



1.2 HIPOTESIS

e La Leptospirosis como enfermedad “emergente”, esta afectando la salud de
la poblacion, en especial a los que viven en zonas peri-urbanas de Santo

Domingo de los Tséachilas.

1.3VARIABLES

1.3.1 Variables Dependientes

e Sexo
e Edad

e Area de residencia

1.3.2 Variable Independiente

e Leptospirosis como enfermedad “emergente”.



2. Marco Teobrico

2.1 SECCION |

2.1.1 Definicién de leptospira

Es una enfermedad “reemergente” en los paises del Cono Sur. Aunque
estd ampliamente distribuida en el mundo, su prevalencia es mayor en las
regiones tropicales. Es mas frecuente en la poblacién rural que en la urbana y
predomina en el hombre, con un pico de incidencia en la 42 década de la vida.
Las condiciones ambientales prevalentes en la mayoria de paises tropicales y
subtropicales de América (lluvias abundantes, desborde de aguas residuales
durante las inundaciones, suelos no acidos, altas temperaturas) favorecen la
transmision. Afecta a numerosas especies animales, salvajes y domesticas,
que son el reservorio y la fuente de infeccion para el hombre. Los mas
afectados son los roedores salvajes, perros, vacas, cerdos, caballos y ovejas.
En ellos la infeccibn es desde inaparente a severa y causa pérdidas

econdémicas importantes.

Los animales infectados eliminan el germen con la orina, contaminando
terrenos y aguas. Las leptospira pueden permanecer durante largos periodos
en sus tubulos renales, siendo excretados con la orina sin estar el animal
enfermo. Incluso perros inmunizados pueden excretar leptospiras infecciosas
en la orina durante largo tiempo. La mayor fuente de infeccion para el hombre
la constituye la exposicion directa a orina de esos animales o el contacto con
agua y/o suelo contaminados con tales orinas, ya sea a través de actividades

ocupacionales o recreativas.

Por lo general el hombre es un huésped terminal. La transmision de
persona a persona es sumamente rara. La poblacién con riesgo de enfermar

comprende la que habita zonas endémicas de los paises tropicales



subdesarrollados; mientras que en los paises desarrollados suele ser una
enfermedad profesional de los que trabajan con animales o sus productos, o en
medios contaminados especialmente por roedores (veterinarios, ganaderos,
tamberos, carniceros, trabajadores de frigorificos, agricultores, trabajadores de
la red de saneamiento, limpiadores de alcantarillas, urgadores). EI hombre
también pueden infectarse en actividades recreativas al entrar en contacto con
agua dulce estancada contaminada (bafio, pesca, deportes acuaticos) y por

contacto con su mascota.

Aerosoles inhalados pueden vehicular microorganismos directamente a
los pulmones. También es posible la transmisién transplacentaria. En nuestro
pais la leptospirosis se comporta como una enfermedad endémica, con brotes
epidémicos, siendo observada en zonas urbana, suburbana y rural. Desde
1998 la tasa de incidencia esta en aumento, al igual que en otros paises del
Cono Sur. Este aumento se relaciona a la situacion regional y a factores

climaticos como las inundaciones sufridas.

2.1.2 Taxonomia

Las espiroquetas pertenecen al orden Spirochaetales que incluye dos
familias: Spirochaetaceae y Leptospiraceae. De los géneros que componen la
familia Spirochaetaceae solo dos causan enfermedad en humanos y son
Treponema y Borrelia. La familia Leptospiraceae por el contrario, posee un
anico género, Leptospira, el cual incluye tradicionalmente dos especies:
Leptospira interrogans y Leptospira biflexa.L. Interrogans, con mas de 218
serovares, incluye microorganismos patdgenos tanto para animales domésticos
y salvajes como para el hombre biflexa, con al menos 60 serovares
reconocidos, comprende microorganismos saprofitos de vida libre que habitan

ambientes hiumedos y no producen enfermedades.



2.1.3 Sinonimia

La Leptospirosis se conocen por otros nombres tales como: enfermedad
de Weil (L. icterohaemorrhagiae); Fiebre de los arrozales (L.bataviae);
enfermedad de los heneficadoras; enfermedad de los porqueros (L.pomona);
enfermedad de los manipuladores de pescados, ictericia enzdotica;
enfermedad de Stuttgard (L. canicola en Europa); ictericia hemorragica; ictericia
infecciosa; agua roja; fiebre de los 7 dias (L. hebdomadis en Japon); fiebre
otofial japonesa (L. autumnalis); fiebre de los ratones; tifus canino; fiebre de
cieno, fiebre de los pantanos (L. grippotyphosa en los tropicos) fiebre del agua;
fiebre de los cosechadores; fiebre de los campos, etc.(Gonzélez et al., 1990;
Ferguson, 1993; Bofill et al.,1996 ;Fresno, 1996). Todas estas denominaciones
han sido utilizadas para describir la enfermedad producida por leptospiras
segun sus caracteristicas epidemiolégicas, clinicas, territoriales, especies

afectadas, estacionalidad, etc.

2.1.4 Historia

Las primeras resefias de la enfermedad datan 2.500 AC,donde aparecen
signos de la enfermedad en la literatura cunieforme mesopotanica y luego en
papiros de la medicina egipcia. Ya por el afio 1800 Larrey observé una
enfermedad en el hombre caracterizada por fiebre, ictericia y hemorragias
petequiales. Adolfo Weil en 1886 diferencié esta enfermedad de otras similares,
estableciendo como una entidad separada la designada "ictericia infecciosa".
En 1887 Goldschmidt fue el primero en usar el término "enfermedad de Weil"
(Figueroa, 1984).

En 1898 se propago en la especie canina epizodticamente en Alemania
donde se llamé al principio "enfermedad de Stuttgart” (Merchant y Packer,
1973).La primera leptospira patdgena fue observada por Stimson en New
Orleans en el Aio 1907 en cortes de rifibn de humano que se creia habia
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muerto de fiebre amarilla, el organismo lo llam6 Espirochaeta interrogans
(Figueroa, 1984).

La causa de la enfermedad de Weil segun comprobaron en 1914 Inada e
I[do en Japén es un microorganismo al que llamaron Leptospira
icterohaemorrhagiae (Merchant Y Packer, 1973), esto lo reportaron Inada et al.
En 1916 al afirmar haber observado espiroquetas en el tejido hepatico de
cobayos inoculados con sangre de humanos que padecian la enfermedad de
Weil (Figueroa, 1984).

En 1917 Coyrmont y Durant vieron que los cachorros podian ser
infectados con las espiroquetas que producian la ictericia tipica humana.
Ulenrhuth y Fromme en 1918 identificaron como leptospirosis la ictericia
infecciosa del perro cuando demostraron que el proceso era originado por el
mismo tipo de leptospira que el descrito por Inada e Ido en el hombre
(Manninger y Mocsy, 1978), estos investigadores alemanes la llamaron
Spirochaeta icterogenes y fueron los primeros en Europa en observar las
leptospiras a campo obscuro y por fijacion y coloracion de Giemsa y Levaditi
(Figueroa, 1984).

En 1931 Klarenbeek y Schuffner admitieron que un considerable
porcentaje de leptospirosis caninas era producida por otra especie llamada
Leptospira canicola, esta fue aislada por Mayer et al. en 1937 en San Francisco
(Merchant y Packer, 1973).

Desde que Mikhin y Azhinov en 1935 comunicaron la presencia de la
enfermedad en los bovinos se afirmaron las sospechas que el proceso se
hallaba extendido por todo el mundo. Ademas se demostrO que en otros
mamiferos se producen enfermedades parecidas. Los trabajos de investigacion
en este sentido permitieron comprobar la existencia de diferentes tipos de

leptospiras, asi como llegar al conocimiento de las caracteristicas
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epidemioldgicas de la leptospirosis de cada especie animal y del hombre
(Menninger y Mocsy, 1978).

2.1.5 Morfologia y tincién

El diagnostico real deberia basarse en el aislamiento, cultivo e
identificacion, pero las peculiares caracteristicas de las leptospiras tales como
crecimiento dificil y lento, hacen que esta metodologia esté indicada en
aguellos casos que otros mas sencillos, como los seroldgicos, carecen de
confiabilidad (Faine, 1991; Ellis, 1994). En el caso de los estudios
epidemioldgicos, en los que se cuenta un gran numero de muestras y
el objetivo es la obtencion de un resultado de prevalencia, las técnicas
indicadas son, las seroldgicas, a pesar de que su interpretacion es muchas

veces subjetivas (Ellis, 1996).

2.1.6 Diagnéstico epidemioldgico

En aquella aparicibn tanto humana como animal, en las que se
encuentran con cuadros sintomatolégicos compatibles con un caso de

Leptospirosis, se debe enfatizar en las anamnesis de los aspectos siguientes

Humanos: edad, sexo, direccién, ocupacién, sintomas clinicos,
hospitalizacion (si/no), antecedentes y lugar de exposicion (contactos con
animales, ambiente), factores climaticos: precipitacion, temperatura,
inundacioén, desastres naturales, nimero de casos, fecha del diagnostico, datos

microbioldgicos y seroldgicos (Savio y Lindner, 2002).

2.1.7 Diagnéstico clinico

Tiene un caracter presuntivo y se realiza fundamentalmente a travées de

los signos y sintomas que presenten. Ademéas las lesiones
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anatomopatologicas caracteristicas de la enfermedad que aportan una gran
contribucion (Schaeffer, 1951; Heath et al., 1965; Ellis, 1994; 1996; Kelley,
1998; Guijarro y Calvo, 1999).

2.2 SECCION I

2.2.1 Métodos de laboratorio

2.2.1.1 Deteccion directa de Leptospiras

Se pueden utilizar métodos de impregnacion argéntica o Giemsa, o la
observacion directa de leptospiras de orina centrifugada en microscopio de
campo oscuro. Sin embargo, no se aconseja su empleo como procedimiento
rutinario ya que ciertos artefactos de la tincién o filamentos de fibrina podrian
dar lugar a errores diagnosticos. Los colorantes de anilina no deben ser

utilizados ya que las espiroquetas no se tifien bien con ellos.

2.2.1.2 Aislamiento

Durante la fase aguda de la enfermedad las leptospiras pueden ser
aisladas de sangre o liquido cefalorraquideo y también pueden aparecer en
orina a partir de la segunda semana desde el inicio de la enfermedad. Se
deben extremar los cuidados en la toma y transporte de la muestra ya que la
mayoria de los contaminantes de la misma producen sobrecrecimiento sobre
las leptospiras durante el cultivo. Los cultivos de orina, si se realizan, deben
inocularse lo mas pronto posible en medios de cultivo, ya que estos
microorganismos sobreviven unas pocas horas en la orina con pH acido. Se
utilizan medios semisolidos como el Fletcher, EMJH y Tween 80-albumina,
debiendo ser inoculadas de 1 a 3 gotas en 5 ml de medio e incubadas a 28-
30°C en la oscuridad durante 5 a 6 semanas.
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En los medios de crecimiento semisdlidos el crecimiento de
leptospiras se aprecia por la formacion de un anillo de turbidez debajo de la
superficie, de unos 0,5 a 1 cm de espesor, que aparece en los 6-14 dias
posteriores a la inoculacién. La adicion de 5-fluoruracilo al medio evita la

contaminacion bacteriana y permite mejores aislamientos.

2.2.1.3 Inoculacién en animales

Sirve para lograr aislamientos de cepas de materiales contaminados, o
para producir anticuerpos. Se inoculan dos cobayos o0 hamsters via
intraperitoneal previo estudio seroldgico negativo de los mismos. A los 5 dias
se siembra la sangre en medio EMJH o Fletcher y se investiga la presencia de
anticuerpos. El procedimiento se repite semanalmente durante 1 mes donde se
sacrifica al animal y se cultivan los materiales de necropsia (higado, bazo,

rinon).

2.2.2 Métodos serolégicos

2.2.2.1 MAT

Creada por Martin y Petit, esta técnica consiste en la microaglutinacion
con antigenos vivos. Requiere enfrentar diluciones sucesivas del suero del
paciente, (comenzando con 1:50), a un pool o grupo de serovares
seleccionados de leptospiras, que luego de incubados durante 60 minutos a
37°C son observados en microscopio de campo oscuro.La respuesta de
anticuerpos aparece entre el 6° y el 12° dia de la enfermedad, y los maximos
titulos pueden alcanzarse entre la 32 y 42 semanas, siendo muy variables entre
cada paciente. El titulo de corte es el de la dilucibn mas alta que pueda
aglutinar 50% de las leptospiras con respecto al suero utilizado como control

negativo.
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Se utiliz6 16 serovares cultivados en medio liquido durante 7 a 10 dias,
siendo los mas frecuentemente reactivos, en ese orden bratislava, pyrogenes,
mini, icterohemorragiae, pomona y en menor grado otras como hardjo,
canicola, cynopteri, grippotyphosa, Ballum, wolfi, y otras. Si bien constituye la
técnica "gold standard", solo puede ser realizada en centros de referencia, con
infraestructura adecuada y personal entrenado para la lectura e interpretacion

de los resultados y mantenimiento del separio.

Interpretacion de resultados

Se define que un caso es positivo cuando existe una seroconversion con
un aumento de cuatro veces o0 mas en los titulos de anticuerpos para uno o
varios serovares entre la fase aguda y la de convalecencia, por lo que se
recomienda testear al menos dos muestras del suero del paciente con un

intervalo de unos 15 dias entre ambas.

Un suero reactivo en dilucion 1/50 o mayor se considera positivo. Un
titulo de al menos 1:200 para un solo serovar luego del establecimiento de los
sintomas, o titulos de 1:100 para varios serovares son sugestivos de

leptospirosis requiriéndose sucesivas muestras para su confirmacion.

Titulos mayores de 1/200 para uno o mas serovares, o la seroconversion
ya mencionada constituyen diagndstico confirmatorio. Una reaccién negativa en

una sola muestra no descarta una posible infeccion.

a) La muestra de suero puede haber sido tomada prematuramente, antes de

cumplirse al menos una semana de evolucion desde el inicio de la enfermedad.

b) Mas raramente, el paciente puede estar infectado por un serovar ausente en
la bateria de antigenos utilizados y la respuesta inmune no ser suficientemente
intensa todavia como para producir reacciones cruzadas detectables con otros

serovares.Las reacciones cruzadas son sin embargo muy frecuentes, y los
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tests serolégicos no son apropiados para identificar en forma precisa el serovar
involucrado en una infeccibn. No creemos por ejemplo que la frecuente
reactividad de los serovares pyrogenes y bratislava en los sueros de nuestros
pacientes infectados se deba siempre a infecciones por los mismos, sino a gran
reactividad cruzada y consecuente gran utilidad diagnéstica de estas cepas.
Los niveles de anticuerpos descienden en 4 a 10 meses, pero titulos bajos a
uno o varios serovares pueden permanecer por varios afos luego de la

infeccion aguda.

2.2.2.2 ELISA Indirecto IgM

El método ELISA es usado como una prueba adicional o como una
alternativa a la pruba MAT. Es el método mas usado para detectar leptospirosis
aguda. Los anticuerpos de tipo IgM son los que se presentan en una infeccion
reciente y éstas se pueden detectar especificamente por ELISA. Se han
desarrollado una gran variedad de ELISASs y comparandolos con la prueba
MAT mostraron una concordancia muy alta. Pero necesariamente los sueros
salieron positivos deberan ser confirmados por MAT (Ministerio de Salud del
Peru, 2008).

2.2.2.3 Inmunofluorescencia

Es otra de las técnicas diagnoésticas que se investigan en nuestro
laboratorio como método de screening que revela especialmente la aparicion
de IgM y puede ser positivo mas precozmente que la MAT. Consiste en la
fijacion de los serovares mas frecuentes en laminas de Inmunofluorescencia.
Una vez fijado el antigeno con acetona, se coloca una dilucién 1:100 del suero
del paciente en cada uno de los hoyos y se incuban durante 30 minutos a 37
°C. Luego de varios lavados con PBS, se colocan 50 microlitros de una dilucion
de anticuerpos de conejo anti-inmunoglobulina humana conjugados con
isotiocianato de fluoresceina en cada hoyo y se incuban en camara humeda

por 30 minutos para ser nuevamente lavadas y secadas. Posteriormente se
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montan los preparados con glicerol y se observan al microscopio de
fluorescencia. En los sueros positivos se aprecian las espiroquetas color verde

manzana.

2.2.3 Otros métodos seroldgicos

La aglutinacidn con antigenos tratados con formalina o liofilizados difiere
de la realizada con antigenos vivos y es mas sencilla, representando una
alternativa valida. Debido a la complejidad de la MAT, recientemente se han
elaborado otros métodos de screening rapidos para deteccion de anticuerpos
de fase aguda, como el IgM dot- ELISA dipstick. Son faciles de realizar, con
bajos costos reales y con alta sensibilidad y especificidad. Entre otros métodos
descriptos en la bibliografia se encuentran la aglutinacion macroscopica, la

hemoaglutinacion indirecta (IHA) y la fijacion de complemento (CF).

2.2.4 Métodos moleculares

Entre los métodos rapidos que se han desarrollado en afos recientes se
utiliza la deteccién de ADN de leptospira mediante PCR. El andlisis por esta
técnica debe ser realizado entre los 10 y 14 dias desde el inicio de los
sintomas, ya que el ADN bacteriano debe detectarse antes de que se produzca
la respuesta inmune. Se ha logrado detectar ADN en suero, orina, humor
acuoso y LCR; sin embargo se debe ser cuidadoso al trabajar con sueros ya

gue el contenido de los eritrocitos lisados contiene inhibidores.

2.3 SECCION I

2.3.1 Caracteristicas fisiologicas

Espiroqueta, debe su nombre a su forma de espiral Leptospira.
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Las espiroquetas son células helicoidales flexibles, que miden de 0,1 um
de didmetro y 6 a 24 um de largo. La Leptospira es una bacteria estrechamente
enrollada, aerodbica, que vive por largo tiempo en agua fresca, estiércol, barro y

ambientes marinos, en asociacion con animales y seres humanos.

Se conocen dos tipos de Leptospira: L. interrogans, patégena para el

hombre y animales y L. biflexa, que no provoca enfermedad.

Figura 1. L. interrogans, patégena para el hombre y animales y L. biflexa.

Fuente: http://epi.minsal.cl/epi/html/enfer/leptospirosis.html

La L. interrogans tiene a su vez mas de 200 variantes serolbgicas, que se
asocian con distintos animales y afectan a diferentes drganos, siendo cada una
responsable de estados morbidos mas o menos benignos. Sin embargo,
estudios genéticos de la Leptospira han demostrado que en un mismo grupo
genético puede haber varios serotipos diferentes.

2.3.2 Caracteristicas antigénicas

El genoma de las Leptospira patogénicas consiste en dos cromosomas.
El tamafio de los genomas de las L. interrogans serotipo Copenhageni y Lai es
de aproximadamente 4.6 Mb.[32] Ambos genomas han sido sequenciados, el L.
interrogans serovar Copenhageni, tiene dos cromosomas que codifican a 3728
genes, dos operones del ARNm y 37 ARNLt.[33] EIl L. interrogans serovar Lai es
casi del mismo tamafio con 4727 genes anotados con casi un exceso de 1000
genes, quizas debido a la diferencia en puntos de corte de los genes de ambos
grupos.
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Por su parte, el genoma de L. borgpetersenii serotipo Hardjo es de solo
3.9 Mb, con un gran niumero de pseudo-genes, es decir, fragmentos de genes
con secuencias de insercién, en comparacion con los L. interrogans.[34] L.
borgpetersenii serotipo Hardjo se transmite usualmente por la exposicion
directa a tejidos infectados, mientras que L. interrogans por lo general se
adquiere del agua y el suelo contaminados con la orina de animales portadores
de Leptospira en sus rifiones. El gran nimero de genes defectuosos y de
genes de insercidon en comparacion con L. interrogans que L. borgpetersenii

esta pasando por una decadencia gendémica, con una continua pérdida.

2.3.3 Distribucién y transmisién

La Leptospirosis es catalogada como zoonosis, pues forma parte del
grupo de enfermedades que se transmite entre animales y seres humanos. La
Leptospira se asocia con animales domeésticos y silvestres, como perros, gatos,
bovinos, caprinos, porcinos, caballos, roedores y mamiferos marinos (lobos de
mar), entre otros. La bacteria se transmite fundamentalmente a través de la
orina de animales infectados, aunque puede encontrarse también en otros
fluidos corporales. Los animales infectados, especialmente los roedores y
animales silvestres, generalmente no presentan sintomas. La Leptospira se
elimina rapidamente de todos los tejidos, excepto del cerebro, los ojos y los
rifones, donde sobrevive y se multiplica para luego eliminarse a través de la
orina. La bacteria permanece en el huésped por semanas o0 meses y, en el

caso de los roedores, puede reproducirse y ser eliminada durante toda la vida.

Una vez que es excretada viva por el huésped, sobrevive por semanas o
meses en el agua y en el suelo. Tanto el ser humano como los animales
adquieren la infeccidon por contacto directo con agua contaminada, desde
donde penetra en el cuerpo a través de erosiones o cortes en la piel y de las
mucosas de 0jos, nariz y boca. ElI ser humano también puede contraer la
enfermedad por contacto directo con sangre, tejidos, érganos y orina de
animales infectados. Aunque es infrecuente, es posible infectarse al ingerir
agua o alimentos contaminados. La transmision persona a persona es

extremadamente rara.
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Los roedores son los principales reservorios de la bacteria y, por lo tanto,
los animales que la transmiten con mayor frecuencia al hombre. Las ratas, son
reservorios del serovar icterohemorrhagiae, que provoca ictericia y causa una
de las formas mas graves de la enfermedad.

INFECTADA

VA

Figura 2. Formas de transmision de la leptospira.
Fuente: http://epi.minsal.cl/epi/html/enfer/leptospirosis.html

¢,Como se presenta la enfermedad?

1. Entry
(broken skin or Mucosa)

3 Digease
teningitis
Hepalitis
MNephritiz
Rash

2. Zpread

4. Exit

(.

Figura 3. Ciclo de la leptospira en el cuerpo humano.
Fuente: http://epi.minsal.cl/epi/html/enfer/leptospirosis.html
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En el ser humano, la bacteria sigue un ciclo similar al que realiza en los
otros huéspedes. La bacteria penetra al cuerpo por la piel o0 mucosas, se
disemina por la sangre atacando diversos érganos y se elimina por la orina.El
tiempo de incubacion, es decir, desde que la bacteria penetra al cuerpo hasta
gue aparecen los primeros sintomas va de 2 dias a 4 semanas. La enfermedad

se presenta en forma brusca, con sintomas similares a los de la gripe:

e Fiebre,

e Dolor de cabeza,

¢ Mialgia (principalmente de pantorrillas y region lumbar)
e Malestar general o postracion,

e Nauseas 0 vomitos,

e Dolor abdominal,

e Diarrea

e Artralgia.

Luego de esta primera fase y de un periodo sin molestias se puede
presentar una segunda fase de mayor gravedad, dependiendo del serogrupo
de la bacteria infectante. Este segundo periodo es Illamado también

enfermedad de Weil. Entre sus sintomas, se pueden dar:

e Irritacion conjuntival

¢ Irritacion meningea y rigidez de nuca

¢ Insuficiencia renal

e |[ctericia

¢ Manifestaciones hemorragicas intestinales o pulmonares

e Arritmia o insuficiencia cardiaca o disnea

La enfermedad dura desde unos pocos dias hasta tres 0 mas semanas,
dependiendo de su gravedad. La mayor parte de las personas presentan solo
una primera fase, con sintomas moderados o sin ningun malestar. La segunda

fase puede ser grave y, si no es tratada en forma adecuada y a tiempo, puede

20



tener una recuperacion lenta, de hasta varios meses, y dejar secuelas renales

o derivar en la muerte.

2.3.4 Periodo de incubacién

El tiempo de incubacion, es decir, desde que la bacteria penetra al
cuerpo hasta que aparecen los primeros sintomas va de 2 dias a 4 semanas.
La enfermedad se presenta en forma brusca, con sintomas similares a los de la
gripe: fiebre, dolor de cabeza, mialgia (principalmente de pantorrillas y regién
lumbar) malestar general o postracion, nauseas o vomitos, dolor abdominal,
diarrea y artralgia. Una segunda fase mas grave. Luego de esta primera fase y
de un periodo sin molestias se puede presentar una segunda fase de mayor
gravedad, dependiendo del serogrupo de la bacteria infectante. Este segundo

periodo es llamado también enfermedad de Well.

Entre sus sintomas, se pueden dar: irritacion conjuntival, irritacion
meningea y rigidez de nuca, insuficiencia renal, ictericia, manifestaciones
hemorrégicas intestinales o pulmonares, arritmia o suficiencia cardiaca. La
enfermedad dura desde unos pocos dias hasta tres o0 mas semanas,
dependiendo de su gravedad. La mayor parte de las personas presentan solo
una primera fase, con sintomas moderados o sin ningln malestar. La segunda
fase puede ser grave y, si no es tratada en forma adecuada y a tiempo, puede
tener una recuperacion lenta, de hasta varios meses, y dejar secuelas renales

o derivar en la muerte.

2.3.5 Patogenicidad

La espiroqueta Leptospira interrogans produce la enfermedad de Well,
una enfermedad zoonotica de distribucion mundial pero que afecta con mas
impetu a las zonas tropicales y subtropicales® y transmitida por la orina de

animales salvajes y domeésticos, en especial ratas y perros. La infeccion, en el
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hombre se produce por contacto directo con la orina o los tejidos del animal
infectado o por medio del agua y el suelo contaminados. Se
observan ictericia, hemorragia cutanea, fiebre, escalofrios y dolor muscular.
Las Leptospira son muy invasivas y difunden por via sanguinea y asociadas a
la endotoxina fibrolisina. En el estado agudo se puede aislar la espiroqueta en
la orina y en la sangre. Durante la convalecencia se encuentran anticuerpos.
Con mucha frecuencia es confundida con otras enfermedades febriles que por
lo general también abundan en las regiones en cuestion, como el dengue y
otras enfermedades virales e incluso el resfriado comun. Es por ello que el
diagnostico por PCR es confirmatorio debido a su especificidad, capacidad de

detectar genomo-especies y rapidos resultados -aproximadamente 3 horas.

La misma sintomatologia estan presentes en animales, como
el perro, bufalo, equinos, vacunos y otros mamiferos. La infeccion por
Leptospira genera inmunidad, sin embargo, por razén de las variaciones en la
composicién de lipopolisacaridos, refleja una diversidad antigénica entre un
serotipo y el otro, incluyendo en la misma especie de leptospiras patogeénicas.
Por ello, la inmunidad es especifica solo contra el organismo infectante y no

contra otros serotipos.

2.3.6 Sintomatologia

La forma mas comun y leve en que se presenta la enfermedad es la
leptopirosis anictérica y con frecuencia es bifasica. La fase inicial o "septisemia”
se inicia con fiebre repentina de 39 a 40° C, escalofrios, dolor abdominal,
cefalea intensa y mialgias (principalmente en las pantorrillas). Existe sufusion
conjuntival intensa. Después de uno a 3 dias de mejoria de los sintomas y
ausencia de fiebre da comienzo la segunda fase o "inmunologica”, en este
momento la leptospira solo se encuentra en riidn y aparecen anticuerpos
especificos. En la primera fase de la enfermedad, y en el inicio de la meningitis,
se observa una recurrencia de los sintomas. Puede haber uveitis. Exantema y
adenopatia. La enfermedad suele curarse espontaneamente, durando de 4 a

30 dias y como regla la recuperaciéon es completa.
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La leptopirosis icterica (enfermedad de Weil, causada por
icterohaemorrhagiae) es la forma més grave de la enfermedad y su
sintomatologia se caracteriza por un deterioro de las funciones mentales,
renales y hepaticas, hipotension y mortalidad de 5 a 10%.Los signos y

sintomas son continuos y no bifasicos.

Durante la segunda guerra mundial se presentd una forma de
leptopirosis leve, causada por Leptospira antummalis y se caracterizO por
provocar un eritema en placa en la piel de las piernas o0 exantemas
generalizados con fiebre. La leptopirosis sin ictericia casi nunca es mortal, y
cuando ésta aparece la mortalidad es del 5% en menores de 30 afios y de 30%

en mayores de 60 afos.

2.3.7 Profilaxis.- Consideraciones generales

Segun Abdusalam (1976), la leptospirosis puede desaparecer
espontaneamente de un foco de infeccion como resultado de cambios
ecoldgicos, los esfuerzos para eliminarla de una manera deliberada en general
no han tenido éxito. Ante numerosos fracasos sobre control de la enfermedad
reportes esporadicos de que se ha eliminado satisfactoriamente la leptospirosis
de rebafios recaen sobre la terapia, vacunacion y saneamiento ambiental
(desratizacién). La vacunacion es la Unica medida conocida que puede reducir
la morbilidad en el hombre y los animales y las pérdidas econdmicas

resultantes.

Blood (1982), plantea que la vacunacion se ha convertido en una medida
generalizada contra la leptospirosis en bovinos y en porcinos y es eficaz para
controlar la enfermedad. La respuesta inmunolégica proporcionada por
las bacterias es especifica de algunas serovariantes dependiendo la proteccion
conferida por éstas de las serovariedades predominantes en la region donde se

aplica.
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Figueroa (1984), enumera las siguientes medidas de saneamiento como

complemento de la terapia y vacunacion:

Drenar las aguas acumuladas y estancadas en las unidades.

Realizar un efectivo control de roedores.

Tratamiento adecuado de los residuales.

Almacenamiento adecuado de los alimentos.

Segun Malajov y Alejin (1989), la lucha contra la leptospirosis animal se
realiza en las siguientes direcciones: prevenir la infeccion leptospirdsica de
zonas no afectadas o la penetracion de nuevos serovares en zonas donde
éstos no habitan, sanear las unidades insalubres y proteger las personas
contra la infeccién. La proteccion de zonas no afectadas abarca: realizar
pruebas serolégicas planificadas a los animales, especialmente a los
reproductores, aplicar cuarentena a todos los animales que entran a la granja e
investigarlos con sueros pareados, vacunar en el periodo de cuarentena a los
nuevos ingresos y a toda la masa periédicamente, excluir el contacto con
fuentes probables de infeccibn como otros animales domésticos y salvajes o
depdsitos de agua a cielo abierto, investigar flora autoctona y aplicar medidas

periodicas de saneamiento ambiental.

Para prevenir el contagio humano en sectores de riesgo se recomienda
planes educativos (descripcion del agente, vias de transmision, sintomas y
métodos de prevencion personal), utilizacién de antisépticos, medios de higiene
personal y utilizacion de ropa especial en las personas en contacto directo con
fuentes de infeccion en animales domeésticos y la lucha contra reservorios y

vacunacion a poblaciones en alto riesgo.

Bennett (1993), subraya que subsecuente a la investigacion de
leptospirosis en granjas lecheras se sinti6 la necesidad de éstas a
mayor informacion acerca de la enfermedad, de las estrategias para su control

y de los costos y beneficios que envuelve. Se describen dos métodos que
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ayudan a la exploracion de los riesgos e implicaciones financieras de la

infeccidn con L. interrogans serovar hardjo para los productores de leche.

Biegel y Mortensen (1995), recomienda que en la prevencion de la
leptospirosis es importante el efectivo control de ratas y proteccion individual

con ropas protectoras en areas de trabajo contaminadas.

2.3.8 Situaciéon Nacional

Lamentablemente no hay estudios en el pais que demuestren la situacion
epidemioldgica general dela enfermedad, lo existente son informes citados en
la presente revision por parte del Ministerio de Salud Publica que indican su

presencia, en especial en la Costa ecuatoriana.

2.4 SECCION IV

2.4.1 Saneamiento ambiental y profilaxis

2.4.1.1Saneamiento ambiental

a) Control de roedores perjudiciales

Debido a que los roedores son un eslabon fundamental en
el mantenimiento de la infeccion en nuestro medio deben elaborarse planes
directores segun condiciones en que se ejecutara la lucha, asi como guia de
ejecucion y metodologia técnica de aplicacion de los rodenticidas disponibles
en forma de folletos. Deben resolverse los posibles factores que entorpezcan el
trabajo como: falta de rodenticidas o suministro irregular, priorizando las zonas
con alta incidencia, no utilizacion de productos rodenticidas en mal estado o

vencidos, correcto mantenimiento de las medidas generales de saneamiento
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(chapea, recogida de escombro, eliminacion de basura y desechos de
alimentos que sirvan de habitat idénea para estos animales),
buena coordinacion en el tratamiento de areas que eviten la reinfeccion de
areas tratadas a partir de vecinas, entre otros factores particulares de la zona

en el tratamiento (Collazo, 1987).

b) Tratamiento de residuales pecuarios

Las residuales de las unidades pecuarias son una fuente de contaminaciéon de
las superficiales como: rios, arroyos, presas, etc., con gérmenes del género
leptospira. La solucion definitiva y segura al problema de los residuales
consiste en el disefio de la construccion de plantas de tratamiento en cada uno
de los focos de contaminacién para lo cual hay que contar con un gran
respaldo financiero. La solucion propuesta para las unidades bovinas consiste
en 2 lagunas de oxidacion a partir de la fosa o tanque séptico de la unidad,
actuando ésta como retencion de solidos flotantes y sediméntales, y las aguas
para la depuracibn como minimo de los agentes patdgenos presentes en los
residuales liquidos ya que la leptospira y otros agentes se desvitalizan en este

ambiente.

Los residuales de la especie porcina son mucho mas agresivos que los de la
especie bovina, tanto por su demandabioquimica de oxigeno como por los
patdgenos que transmite y su concentracion. La solucidon por estos residuales
es la misma que para los residuales bovinos aunque éstos deben ser

priorizados (Vera, 1987).

c) Vacunacioén

Segun Blood et al. (1982), una de las desventajas tedricas de la
vacunacion contra leptospirosis es el posible desarrollo de animales portadores
renales que son suficientemente inmunes para resistir la infeccion sistémica
pero no para la formacién de colonias en el tejido renal, lo que da origen a que
el animal se convierta en portador y sufra leptospiruria. Se conocen algunos

casos humanos infectados por perros vacunados.
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Gonzélez y Machado (1989), recomiendan el uso de una vacuna en los
rebafios bovinos de la provincia de Villa Clara, ya que su uso redujo los efectos
clinicos y muertes por leptospirosis y no presentd ningun efecto perjudicial
posterior a su aplicacion. Esta vacuna polivalente cubana contiene leptospira
de los grupos seroldgicos: L. pomona, L. canicola, L. icterohaemorrhagiae y L.
tarssovi. Esta misma vacuna fue probada por Gonzalez et al. (1989 a) contra la
leptospirosis porcina no observando reacciones clinicas indeseables
posteriores a su uso, el nivel de inmunidad conferido fue adecuado y

los indicadores productivos posteriores a la vacunacion fueron favorables.

Dhaliwal et al. (1994), utilizaron la vacunacion con L. hardjo para sefalar
la proporcion de prefiez alrededor del dia de apareamiento, en este no hubo

mejoramiento en la proporcion de prefiez 30-60 dias post vacunacion.

Hubener (1996), plantea que determinado por su ecologia cada region
se caracteriza por los serovares que contienen, ya que la inmunidad es serovar
especifico y es necesario conocer los que actuan en un foco para poder
inmunizar en forma correcta a los animales. Se ha demostrado que la
vacunacion con bacterinas estimula primero la produccion de anticuerpos IgM,

gue desaparecen después de algunos meses para dar lugar a las IgG.

En Cuba se esta produciendo una vacuna para humanos y una de uso
veterinario. La vacuna para uso humano contiene los serogrupos
icterohaemorrhagiae, canicola y pomona, es una bacterina adyuvada en
hidréxido de aluminio y contiene timerosal como conservante. Las fase | y Il se
valoran de buenas y la Ill a finales de 1997 estaba en estudio de campo
inmunizandose 250 mil personas en las provincias de Holguin, Las Tunas,
Ciego de Avila y Cienfuegos. La vacuna de uso veterinario se realiz6 con cepas
autdctonas con caracteristicas vacunales del IMV siendo éstas muy virulentas,
antigénicas y pertenecientes a los serogrupos icterohaemorrhagiae, canicola y
pomona. Estas confieren proteccion contra la infeccion renal a los 25 dias de

aplicada y protege contra abortos segun pruebas en hamsters.
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La vacuna cubana Vax Spiral tiene como principio la inmunorradiometria
(IRMA) usandose en su produccion la albumina bovina fraccion V (Bov. Alb.
FV). Considerando este ensayo simple y sensible, recomendandose usar como

el método de control para todas las vacunas humanas (Valdés, 1997).

En nuestro pais mas de un millon de ciudadanos esta usando la vacuna
Vax Spiral la cual es de produccién nacional y su eficacia estd comprobada.
Aln no se exporta porque esta en tramites de inscripciones; pero se usa en el
pais en masas. No obstante se han solicitado 40000 dosis en uno de los paises

afectados por el Mitch para contener asi un poco de epidemia de leptospira.

Samira et al. (1997), obtuvieron una vacuna contra leptospira hardjo
lograndose una notable respuesta inmune, dos veces mas alta por via

intradérmica comparada con la via subcutanea.

Se realiz6 un ensayo clinico en Brasil para evaluar la eficacia de la
doxyciclina oral (200mg, dosis Unica) para prevenir leptospirosis después de la
exposicion con aguas contaminadas. A pesar que en este estudio no se
encontré asociacion estadisticamente importante a causa de un pequefio
namero de individuos (40), se observo que el 25% de los voluntarios al primer
muestreo tuvieron ya IgM (Gonzélez et al., 1998).

Carmichael (1999), informa que las vacunas contra leptospira son causa
usualmente de anafilaxis ya que éstas no contienen los serovares frecuentes
en la mayoria de las regiones. En el laboratorio de New York, estado Cornell, la
mayoria de los casos diagnosticados presentaban como serovares mas
frecuentes grippothyphosa y pomona y ninguno de los casos recientes fue
ocasionado por los serovares canicola o icterohaemorrhagiae presentes en la
vacuna. Porque la leptospirosis es una enfermedad importante en perros, es
que hay una necesidad urgente de desarrollar e investigar vacunas mas

seguras gue contengan los serovares frecuentes de cada region.
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2.4.1.2 Medidas recuperativas
Las leptospiras son sensibles a muchos antibioticos, aqui hacemos un
recuento de los mas utilizados (Bofill, 1988; Gonzalez, 1990; Hubener, 1996;

Magil, 1998).

Cuadro 1. Antibiéticos mas utilizados para combatir la Leptospirosis.

Antibidticos Dosis Especies

Minima de 11000 UI/Kg.
PV diario IM, en casos
graves aplicar la dosis

por cinco dias
Minima de 11 mg/Kg.

Estreptomicina PV. Por la misma General

duracion de la penicilina

Penicilina General

En la Leptospirosis canina se recomienda la Tetraciclina o la
Estreptomicina para las infecciones agudas y la Dihidroestreptomicina en altas

dosis se recomienda para eliminar la etapa portador excretor.

En humanos se ha generalizado el uso de la Penicilina a altas dosis
durante las primeras 48 a 72 horas post-infeccion, 10 millones de Ul de
Penicilina G cristalina, sédica o potasica diluida en 1000 ml de dextrosa al 5% o
solucion salina fisiolégica, por via endovenosa a razén de 30 a 40 gotas por
minuto durante las primeras 48 a 72 horas. Pasadas las 72 horas se continuara
con un millon de Ul cada 6 horas IM durante los 3 a 5 dias posteriores. Si se
presenta alergia a la Penicilina se aplicara Ceporan, 1g ¢/6 horas IM o IV
(Gonzélez et al., 1990).

Benenson (1992), aduce que las Cefalosporinas, Sincomicinas,
Eritromicina y Doxiciclina son eficaces en el tratamiento de la leptospirosis
humana. Se ha demostrado que la Penicilina G y la Amoxiciclina fueron

eficaces incluso después de haber transcurridos 7 dias de enfermedad.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1 Lugar de la investigacién

La investigacion se desarrollo en la ciudad de Santo Domingo, capital de
la Provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, recolectandose durante el mes
de agosto del afio 2010, un nimero de 91 muestras de sangre de pacientes
febriles indeterminados que acuden normalmente y en mayor cantidad a los
centros de Malaria y al Izquieta Pérez, de la ciudad, conforme a una frecuencia
de recoleccion de 22 muestras por semana, como promedio: (22, 22, 22 y
25=91), ajustandonos a un marco aleatorio que permita muestrear

adecuadamente la poblacion comprometida.

3.1.2 Periodo de la investigacion

Desde Octubre del 2.009 a octubre del 2.010, cubrio todo el marco de la
investigacion, pero los estudios de laboratorio se realizé en el Instituto lzquieta
Pérez, Regional Santo Domingo, en la seccion de Virologia, donde labora
personal muy capacitado para esta prueba seleccionada, recolectandose las 91
muestras en el mes agosto, para procesarse en la primera semana del mes de

septiembre.

3.1.3 Recursos empleados

Jeringas descartables
Alcohol

Algodon

Tubos de ensayo
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e Gradillas

e Pipetas

e Equipo ELISA
e Computador

e Programas de computacion

3.1.4 Universo y muestra

El universo de trabajo lo constituyeron los pacientes con fiebre
indeterminada que acudieron diariamente a los diferentes sitios de apoyo
meédico existentes en la ciudad, de los cuales se seleccion6 los mas
representativos y que por su naturaleza de atencion, reciben a estos pacientes
en mayor volumen. A estos sitios acude un promedio diario de 60 pacientes, lo
cual significa que en la semana la cifra de atenci6n asciende, en su rango
minimo, 485 pacientes, cifra ésta que nos sirve para identificar el nUmero de
muestras a tomar semanalmente y mensual, siendo éstas un promedio de 22
cada semana, dando un total de 91 muestras que en el mes de agosto del 2010
se recolectaron de los dos centros asistenciales.

3.2 METODOS

3.2.1 Tipo de investigacion

Estudio transversal exploratorio que busca encontrar diferencias en una

poblacion susceptible a través de una hipotesis planteada.

3.2.2 Disefio y determinacion de la muestra

En el presente estudio se planificO recolectar y analizar en el mes de
julio del aflo 2010, 91 muestras de sangre, recogidas en 2 sitios de la ciudad:
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Malaria e lzquieta Pérez, provenientes de pacientes que presentan cuadros
febriles indeterminados y que acuden normalmente a estos centros en busca

de ayuda médica.

El tamafo de la muestra se determind considerando el método de
muestreo probabilistico que pertenece el estudio y dentro de su clasificacién, el
muestreo simple, que para el caso de poblaciones conocidas (N), se aplicara la

férmula descrita por Weiers Ronald (2008), que expresa:

Donde:

n = Tamafo necesario de la muestra

Z = Margen de confiabilidad, que en este caso es el 95% = 1.96

S = Desviacion estandar de la poblacion = 0.4 obtenida como promedio de la
verificacion realizada de pruebas comprobatorias.

E = Error entre la media muestreal y la media de la poblacién = 0.05

N = Tamafio de la poblacion conocida = 485 personas que acuden a la semana
a los diferentes sitios seleccionados: Malaria 250; Hospital regional 100;

Izquieta Pérez 75, Clinica Santiago 25; Clinica Bermudez 25 y Clinica Loja 10.

Aplicando la formula descrita tenemos:

En consecuencia:

n = 22 muestras/semana; 90/mes.
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En este estudio se muestrearon semanalmente 22 muestras (Ultima
semana 24), dando un total de 90 muestras en el mes de julio. De acuerdo al

siguiente esquema:

Primera semana 22 muestras
Segunda semana 22 muestras
Tercera semana 22 muestras
Cuarta semana 24 muestras

Total de muestras mensual 90

3.2.3 Manejo del estudio

Las muestras se tomaron de conformidad al esquema descrito
anteriormente. La cantidad de muestra de sangre fue de 5recogidas en un tubo
al vacio sin anticoagulantes, para luego extraer el suero y ser guardado en
congelacion en el laboratorio lzquieta Pérez de Santo Domingo, hasta

completar el tamafio previsto de 91 muestras.

a.- Preparacion del antigeno:

e Se usO un cultivo de L. Biflexa serovar Patoc a una densidad de 10(8) —
10(9) leptospira por ml determinada por microscopio de campo oscuro. Se
agrego formaldehido a una concentracion final de 0.2% y se dejé en la
mesa del laboratorio por 2 a 3 horas.

e Se coloco en bafio maria a 100° por 30 minutos

e Se guardo el sobrenadante, que constituye la fuente de antigeno.

b.- Cubrimiento de placas:

e Se procedi6 a dispensar 150 ul de antigeno en cada pocillo

e Se guardd a 37° C de 3 a 5 dias hasta que se evapore.
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c.- Saturando sitios no especificos:

Se lavé las placas tres veces con PBS-leche inmediatamente antes de ser
usada

Se dejo los pocillos en contacto con PBS-leche, toda la noche a 4°C por 1
hora a 37°C.

Inmediatamente se procedio a desocupar los pocillos por inversion y secar

las placas golpeandolas contra papel filtro.

d.- Distribucidon de sueros problema

Cada suero se analizé en duplicado a una dilucién de 1/400 en PBS-leche.

Para cada serie a estudiar se reservara:

8 pozos para rango de dilucion de la mezcla positiva, de 1/400 a 1/51200

2 pozos para el umbral del suero control

1 pozo para el control del antigeno

1 pozo para el control del conjugado

Incubacion de las placas a 37° C por 1 hora.

e.- Agregado del conjugado

Se procedio al vaciamiento de los pozos y lavado (3 veces) con PBS 1

Se preparar el sustrato antes de ser usado

Se dispens6 150 ul de conjugado diluido en cada pocillo

Agitar e incubar a temperatura ambiente por 10 minutos

La reaccion se detiene por el agregado de 50 ul de 10% de sodio duodecil

sulfato (SDS) en cada pozo.

3.2.4 Anélisis de los Datos

El andlisis de los datos se realiz6 mediante la aplicacion de la estadistica
descriptiva y determinacion de porcentajes para cada grupo de muestras

obtenidos, para lo cual se utilizé la hoja electronica Excel, 2007.
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Para determinar si existe efecto del género, edad y area de residencia
sobre la manifestacion de la enfermedad (nimero de muestras reactivas) se
analizé mediante una regresion logistica multiple, tomando como variables
independientes el género, la edad y el area de residencia que se consideraron
para este estudio. Se aplicé el andlisis de regresion logistica multiple por ser
recomendado para modelar respuestas dicotomicas y es muy utilizado en el
campo de la salud (Lopez et al., 2000). El modelo de la ecuacién de regresion

logistica multiple fue la siguiente:
Y =a+ X; + X, + X3 + Ej; donde:

Y = manifestacion de la enfermedad (nUmero de muestras reactivas)

= intercepto
X1 = género
X, = edad

X3 = Area de residencia

Ej = error experimental
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS

Teniendo presente que la prueba es especifica para detectar pacientes
con sintomas clinicos iniciales de la enfermedad (anticuerpos IgM), el estudio
se enmarco en la necesidad de demostrar al area médica y de Salud Publica
del pais, que la Leptospirosis es una patologia que debe ser incluida como de
“Diagnostico obligatorio” a los pacientes que diariamente acuden a los
diferentes centros de salud del pais, basados en los resultados obtenidos en el
presente estudio.

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos demuestran que un
porcentaje considerable de las muestras resultaron reactivas. De 90 muestras
analizadas en 60 dias de prueba, 21 son reactivas o positivas que
corresponde al 23%, 5 indeterminados y 64 sueros no reactivas o0 negativos

(Figuras 1y 2).

Estos valores de interpretacion diagnostica se determinan de acuerdo a
la Tabla 1, segun el Test Leptospira IgM ELISA, utilizado para el presente
estudio, de la Inverness medical Australia Pty Ltd., basados en niveles de

refraccion de luz: Negativos, Indeterminados y Reaccionantes o positivos.

Los sueros negativos son aquellos que no aglutinan y en consecuencia
no se detecta anticuerpos IgM, lo cual nos demuestra que los pacientes no

presentan infeccién reciente de Leptospira (3 a 5 dias)

Los indeterminados se caracterizan porque carecen de densidad oOptica

gue pueda medirsevisualmente.

Los sueros positivos son aquellos que presentan clara aglutinacion de
anticuerpos IgM antileptospira, de conformidad a las concentraciones

expuestas en el Cuadro 2.
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Los pacientes cuyas muestras resultaron reactivas pertenecen tanto al

area urbana (15 muestras) como al area rural (6) (Figura 7).

Segun en el género, el numero de muestras reactivas fue similar entre

hombres y mujeres con 11 y 10 muestras, respectivamente.

La edad mas vulnerable en el estudio correspondié a los adultos, cuyo
numero ascendi® a 16 muestras reactivas frente a 5 muestras reactivas

perteneciente a nifios.

Cuadro 2. Interpretacion de resultados.Test Leptospira Igm Elisa of the
Inverness Medical Australian Pty Ltd.2010.

Index Pambio Units Result
0a<0.9 <9 Negative
09-11 9-11 Indeterminado

>1.1 >11 Positive

4.1.1 Manifestacion de la Enfermedad

De las 90 muestras tomadas al azar, 64 resultaron no reactivas, 21
reactivas y 5 indeterminados (Figura 4).El mayor porcentaje de muestras fueron
no reactivas y el mas bajo porcentaje de muestras fue indeterminado (Figura
5).
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Figura 4. Numero de muestras segun manifestacion de la enfermedad, en el
serodiagndstico a pacientes sospechosos de Leptospirosis aguda.

= No reactivo
m Reactivo
® Indeterminado

Figura 5. Porcentaje de muestras segun manifestacion de la enfermedad, en el
serodiagndstico a pacientes sospechosos de Leptospirosis aguda.
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4.1.2 Muestras Reactivas por Area de Residencia

De las 21 muestras reactivas, 15 corresponden al area urbana y 6 al
area periurbana (Figura 6) o periurbana. El mayor porcentaje muestras

reactivas fue para el area urbana Figura (Figura 7).
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Figura 6. Numero de muestras reactivas por area de residencia, en el
serodiagndstico a pacientes sospechosos de Leptospirosis aguda.

m Urbano

W Rural

Figura 7. Porcentaje de muestras reactivas por area de residencia, en el
serodiagndstico a pacientes sospechosos de Leptospirosis aguda.
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4.1.3 Muestras reactivas segun el Género

De las 21 muestras reactivas, 11 corresponden a hombres y 10 a
mujeres (Figura 8). El porcentaje de muestras reactivas fue casi similar tanto en

hombre como en mujeres (Figura 9).
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Figura 8. Numero de muestras reactivas por género, en el serodiagnostico a
pacientes sospechosos de Leptospirosis aguda.

m Mujeres
= Hombres

Figura 9. Porcentaje de muestras reactivas por género, en el serodiagndstico a
pacientes sospechosos de Leptospirosis aguda.
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4.1.4 Muestras Reactivas por Edad

De las 21 muestras reactivas, 16 corresponden a adultos y 5 a nifios
(Figura 10). El porcentaje de muestras reactivas fue mas alto para el grupo de

adultos (Figura 11).
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Figura 10. Niumero de muestras reactivas por edad, en el serodiagnéstico a
pacientes sospechosos de Leptospirosis aguda.

m Niflos
m Adultos

Figura 11. Porcentaje de muestras reactivas por edad, en el serodiagnostico a
pacientes sospechosos de Leptospirosis aguda.
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4.2 DISCUSION

Un método rapido e inicial en el diagndstico de Leptospirosis humana es
fundamental en la préactica rutinaria del médico inserto en los centros de salud,
publicos y privados del pais, en especial de la costa ecuatoriana donde
particularmente tiene incidencia este estudio, pudiendo disponer de recursos de

laboratorio de analisis, para una confirmacion diagndstica oportuna y efectiva.

Existen segun Céspedes, M. y col. (2002), diferentes métodos de
diagnoéstico para Leptospirosis, como por ejemplo, fijacion de complemento,
test de latex y reaccién de hemaglutinacion, pero cuya desventaja es que no
son muy sensibles ni especificas. Otros métodos como la inmunofluorescencia,
contrainmunoelectroforesis y radioinmunoensayo, requieren de equipos
sofisticados (Myres D. 1987 y Ribero, A. y col. 1981); a diferencia de los
métodos de ellos, la técnica de ELISA tiene la gran ventaja por su
simplicidad, sensibilidad y especificidad (Céspedes, M. y col. 2002).

Este mismo autor sostiene que la estandarizacion y validacion de la
prueba de ELISA IgM Test para diagnodstico serologico de Leptospirosis
humana fue realizada con la tentativa de obtener una prueba altamente
sensible y especifica de aplicacion practica para muchos laboratorios de El
Perd. En nuestro pais considero, a partir del presente estudio, que su
afirmacion es valida, debiendo los laboratorios de apoyo, en especial del
Izquieta Pérez y los centros asistenciales mayores, disponer de esta prueba
para diagnoéstico rapido de la enfermedad, siendo opcién del médico acudir a
pruebas complementarias, como MAT u otras, para esclarecer, confirmar y/o
profundizar su diagnostico, cuando desea identificar con precision la clase de

Leptospira actuante en casos especificos.

En nuestro caso utilizando concentraciones de antigeno entre 0.5 -5.0
ug/ml. Se detectd la reaccion en los sueros, demostrando una mayor

sensibilidadde la prueba, por lo que sera capaz de detectar bajos niveles de

42



anticuerpos antileptospira circulantes. El antigeno utilizado para esta prueba,
fue de facil ejecucion y de buen rendimiento, en tanto que los procedimientos
de preparacion de antigenos tratados por sonicacion presentaron resultados
satisfactorios, coincidente con los reportado por Silva, V y col 1988; Silva, V. y
col 1990; Cumberland, P. y col 1999; Mailloux, A. y col 1999.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio coinciden con los
reportados por Céspedes y col. 2002 y Cumberland, P. y col 1999, en relacion
a una buena sensibilidad (97,5%) y alta especificidad (98,75%) en el
diagnéstico de la infeccion aguda o inicial de la enfermedad. En nuestro estudio
la Prueba de Elisa IgM detecté todos los casos producidos por Leptospira
interrogans, sergrupos Australis, Autumnalis; Ballum, Canicola, Pomona,
Cynopteri; Djasiman; Mini, Hebdomadis, Grippotyphosa, Icterohaemorragiae y
otros (Panbio. Inverness Mediacl 2010). Consecuentemente, el ELISA descrito
en el presente trabajo podria particularmente servir como prueba para
seguimiento de rutina en el diagnéstico de Leptospirosis en el Laboratorio de
Andlisisde rutina de la practica médica ecuatoriana y de Salud Publica, siendo
rezago del pasado la desestimacion que sobre esta enfermedad ha recaido en

la atenciéon normal del médico humano.

Por su rapidez, la prueba ELISA permite una confirmacion diagnéstica
rapida y segura, siendo util en situaciones de epidemia o brotes, como las que
regularmente se detecta en el litoral ecuatoriano y ademas en ciertas regiones
de la sierra donde las condiciones de vida rural permite la proliferacion de
vectores, siendo la rata y el perro doméstico, los animales donde recae la
mayor responsabilidad de transmision al humano (Acha y col 2005; Villamil, J.
2000).

Los resultados obtenidos enriqguecen de datos la dificil epidemiologia de
esta enfermedad zoondsica. Si valoramos los sitios de la ciudad de Santo
Domingo donde viven la mayoria de los 23 pacientes reactores o positivos, 16
de ellos residen segun los datos obtenidos en las encuestas, en la zona

periférica urbana, precisamente donde las condiciones de vida no son
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adecuadas para el ser humano, existiendo visiblemente ratas y perros como los
principales responsables de esta transmision; mientas que los 7 restantes
residen en zonas o Cooperativas periféricas al anillo interno de la ciudad, areas
también desprotegidas de servicios basicos y afectadas de estos transmisores,
datos coincidentes con la mayoria de autores que demuestran esta realidad
(Villamil,JC. 2000; Acha y col 2005; Herrer, A. 1960). En conclusion podemos
afirmar coincidentes con Céspedes, M. y col. 2002 que ELISA IgM es un
meétodo rapido e inicial en el diagnéstico de Leptospirosis humana, util para
poder auxiliar al médico, el cual puede disponer éste recurso del laboratorio

para una confirmacion diagnostica oportuna.

La tasa de reactores por ELISA IgM en este estudio (23%) es alta, igual
a la reportada por Ferro, BE. y col (2006) para la ciudad de Cali, Colombia en el
afio 2006, al utilizar la prueba de MAT que nos sirve en este caso de referencia
y en otro estudio en el varias regiones del Peru, reportado por la Oficina
General de Epidemiologia-Instituto Nacional de Salud (2000), sobre la
enfermedad utilizando ELISA rapida, que alcanzé una tasa del 19%. En un
estudio realizado en este ultimo pais por el mismo Instituto Nacional de Salud
en el afo 2002, al comparar las pruebas MAT y ELISA Test, demostraron una
alta sensibilidad del 97.5% para MAT y especificidad del 98.75%, para ELISA
test rapida, al evaluar 40 pacientes sospechosos de la enfermedad por la
primera y 80 sueros de pacientes que presentaban otras patologias, para la
segunda, no obteniéndose reaccion cruzada con las enfermedades que

afectaban al grupo en estudio.

Este estudio concuerda con nuestros datos tanto en sensibilidad como
especificidad para ELISA Test utilizada por nosotros, lo cual reafirma que ésta
prueba debe ser utilizada, en lo posible, siempre con MAT, para confirmar la
presencia de la enfermedad en un paciente determinado. La deteccién rapida
de la enfermedad en poblaciones grandes como la nuestra se debe utilizar
ELISA Test, paro para individualizar el diagnostico en un paciente la exposicion
a MAT debe ser usual para confirmar su presencia, determinandose hasta el

género actuante del germen.
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Por su parte Vado Solis, I. y col (2002) al estudiar la prevalencia de la
leptospira en el Estado de Yucatan, México, encontraron tasas superiores al
37%, igual que Leal Castellanos CB. Y col (2003) en Chiapas, cifras que
corroboran en otras latitudes la seriedad epidemiolégica del problema en la
salud publica de América, igual como nuestro estudio revela en un segmento
de la costa ecuatoriana cifras verdaderamente preocupantes, que debe llamar

la atencidn de las autoridades sanitarias, siendo ése nuestro principal objetivo.

En relacion al género nuestro estudio revela cifras no coincidentes con la
mayoria de autores consultados, que sesgan la mayor presencia al sexo
masculino. En nuestro caso, 11 muestras reactivas (48%) correspondieron a
hombres; mientras que 10 reactivas (42%) fue de mujeres, siendo casi igual el
riesgo de exposicion y respuesta del huésped, explicado porque el individuo
adulto, independiente del género, esta expuesto a infectarse en su domicilio o
areas cercanas, compartiendo el mismo medio contaminado por roedores y
perros callejeros y domiciliarios, especialmente, en los cuales no ha sido

diagnosticada la enfermedad.

Este hecho es confirmado, cuando la autora en compafiia del Director
del estudio, visitamos los sitios afectados, encontrando la alarma de las amas
de casa, ante la presencia visible de roedores de alcantarilla y por ende en sus
casas, ademas de la elevada circulacion de perros callejeros y por ende de la
existencia de perros en sus domicilios, que carecen de programas de salud
veterinaria ni atencion por parte de las autoridades, constituyendo las zonas
afectadas como zonas visibles donde la leptospira encuentra las mejores
condiciones de supervivencia y afectacion, tanto a los mismos animales como a

los humanos.

La presencia demostrada de la enfermedad en cinco nifios en nuestro
estudio (22%) demuestra que en la zona de estudio la enfermedad puede
adquirirse en temprana edad, coligiéndose que el grado de exposicion al riesgo
de infectarse lo determina la convivencia con animales domésticos y la relacion

indirecta con excretas liquidas de roedores caseros, lo cual coincide con el
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estudio realizado por J, Navarrete. y col. 2010 en Veracruz, México y la
informacion que nos ofrece de alto contenido cientifico, Acha, PN. Cifres, B.

(1992) en su Boletin de informacién en Zoonosis.

Un aspecto importante a considerar en posteriores estudios es la alta
proporcién de personas con anticuerpos a Dengue, afeccion por la cual acuden
como Unica razén a los cetros de salud de la ciudad, lo que nos lleva a deducir
que puede existir una coexistencia de ambas infecciones en el mismo nicho
ecologico, aspecto de alguna manera demostrado por nosotros pero que

merece sea considerado en forma profunda.

En consideracion a la regresion logistica, la relacion entre la
manifestacion de la enfermedad y las variables independiente fue bajo (38,22%
de la variacion en el nimero de muestras reactivas es explicada por el modelo).
Ninguna de las variables independientes, consideradas en este estudio, tuvo
efecto significativo sobre el nimero de muestras reactivas. Esto sugiere que
existen otros factores que afectan a la manifestacion de la enfermedad y que
no se consideraron en este estudio. Ademas estos resultados indican que la
enfermedad puede presentarse tanto en hombres como en mujeres, nifios y
adultos, y en cualquier area donde residen, siempre que existan los medios

epidemioldgicos, en especial animales receptores, que la transmitan.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

El método ELISA Indirecto descrita en la presente investigacion, resulta de
gran utilidad en el pesquisaje ante focos de Leptospirosis por sus ventajas
en cuanto a sensibilidad, posibilidad de automatizacion y de procesamiento
de gran numero de muestras en corto tiempo. Consecuentemente el método
podria particularmente servir como prueba para seguimiento de rutina de la
enfermedad en la poblacién humana, aunque es necesario la confirmacion
del diagndstico por MAT como prueba de referencia.

La prueba permite una confirmacion diagnéstica rapida y segura, Uutil
también en situaciones epidémicas o brotes, posibilitando dirigir medidas de
vigilancia epidemioldgica y control epidemioldgico.

Se concluye que el serodiagndstico realizado en la poblaciéon que asiste a
verificar su posible padecimiento de dengue en varios sitios de la ciudad de
Santo Domingo, responden a la prueba de ELISA Indirecta o Test rapido
con tasas de anticuerpos especificos calificados como ALTA, (23%), lo cual
se abre en el pais y en el litoral en especial, una nueva posibilidad
nosologica a la poblacion humana de serias consecuencias individuales y
catastroficas repercusiones a la salud publica en general.

El andlisis de los resultados obtenidos con ELISA Indirecta (23%) nos
demuestra que los reactores a la prueba cursan la enfermedad en los picos
altos de infeccion inicial; es decir entre 4 a 7 dias post infeccion (Hathaway,
S. Blackmore, D. 1981), donde la presencia de anticuerpos son IgM, siendo
esos los detectados por la prueba. Posteriormente aparecen en forma
normal anticuerpos IgG neutralizantes los cuales aumentan en forma
progresiva hasta el dia 15 post infeccion perdurando hasta los dos meses,
cuando inician un lento descenso a niveles basales que pueden persistir por
dos afos (Tizar, IR. 2002), los cuales son detectados por MAT,

demostrandose la necesaria dualizacion de las pruebas ELISA Indirecta y
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MAT, ya indicada, si el médico desea precisiébn en su diagnostico exigido
por la realidad y su paciente.

Revisados los resultados de infeccién segun sexo, la rutina encontrada en
otros estudios no se repite en nuestro caso, al deducirse que la fuente de
infeccion es independiente a ese factor, teniendo tanto los hombres como
las mujeres la misma posibilidad de infeccion.

La frecuencia mayor de la infeccion en el grupo de riesgo fue en la zona
urbana que periférica o rural denominada por nosotros, debido a la
concentracion elevada de roedores, perros callejeros y de domicilio,
desprotegidos de control veterinario, que caracteriza a la ciudad, centro de
preocupacion sanitaria, donde la bacteria encuentra en el hacinamiento,
desorden, concentracion de desechos, malos habitos poblacionales y un
medio ambiente humedo las condiciones ideales de multiplicacion y
transmision, tornando a la ciudad como foco endémico de esta y otras
patologias de difusién y contacto.

El estudio igual que otros realizados en otras latitudes de Ameérica,
demuestran que los nifios igualmente pueden infectarse de la bacteria, en
menor proporcion de los adultos, debido segun nuestra observacion al
contacto directo con transmisores domeésticos como el perro e indirectos
como la contaminacién de orina de roedores, especialmente.

El estudio demuestra que la enfermedad es desestimada tanto por los
organismos sanitarios de control del MSP como por la clase médica
humana que no incluye en su rutinario diagnostico su presencia en la
poblacidn, lo cual agrega un elemento de comportamiento médico negativo
a la presencia de ésta u otras patologias que ocultamente causan serios
estragos a la salud humana en general.

Se concluye de manera enfatica y directa que la Leptospirosis es una nueva
patologia zoonosica de seria preocupacion en la salud de los habitantes de
la ciudad y deducible del trépico ecuatoriano, con caracteristicas de
presencia alta, que obliga a las autoridades sanitarias a tomar muy en
cuenta el presente estudio y agregar a la vigilancia sanitaria adecuada a fin

de controlarla y disminuir su impacto.
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Los resultados obtenidos corroboran el peligro de la aparicion,
reemergencia y diseminacion de una gran variedad de elementos
infecciosos, que obliga al Estado con sus organismos de salud a desarrollar
estrategias integrales de vigilancia epidemioldgica, prevencién y control de
estas patologias, entre ellas la Leptospirosis, que se base en la

participacion conjunta del personal de salud, autoridades y comunidad.

5.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda a las autoridades de salud de la provincia, divulguen los
resultados obtenidos en el presente estudio, a través de sendas
conferencias técnicas dirigidas a los médicos humanos y veterinarios, con
miras a elevar el grado de conciencia e importancia sanitaria e informar al
Ministerio respectivo la necesidad de incluir a esta patologia en la lista de
enfermedades de informacién obligatoria, agregando en las zonas y
regiones vulnerables la pesquisa normal de ella en la poblacion susceptible,
a través del uso rutinario de la Prueba ELISA Indirecta que ha demostrado
agui y en el mundo su efectividad, por su especificidad y sensibilidad, que la
tornan en la prueba inicial de rutina en el diagndstico de esta patologia en la
poblacién humana.

Continuar los estudios que revelen nuevas situaciones de coexistencia entre
los patdgenos de presentacion mas usuales y nuevas formas de
presentacion, pesquisa, control y erradicacion de estas enfermedades
zoondsicas que se estan tornando habituales en este medio de relacion

cada vez mas estrecha entre el hombre y los animales.
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ANEXOS
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Anexo 1. Mapas de focos de frecuencia de la enfermedad en la ciudad: zona urbana, y espacio provincial, zona rural.
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Anexo 2. Listado de reactores en las dos zonas.

INSTITUTO NACIONAL DE HIGIENE
“LEOPOLDO IZUQUIETA PEREZ"
Laboratorio Santo Domingo

RESULTADOS REACTIVOS A LEPTOSPIRA: Agosto, 2010. Zonas Urbana

y Rural.
N° NOMBRES EDAD DIRECCION/ZONA RESULTADO
1 Vilma Defaz 40 Urb. El Cisne/zu REACTIVA
2 Manuel Cusme 18 Proletariado/zu REACTIVA
3 Maria Duque 13 Los Rosales/zu REACTIVA
4  Gabriel Arias 1 UCOM/zu REACTIVA
5 José Chavez 28 Plan Vivienda/zu REACTIVA
6 Washington Sol6rzano 36 Paquisha/zu REACTIVA
7  Dario Véliz 14 E Toachi/zu REACTIVA
8 José Sanchez 17 L.Popular/zu REACTIVA
9 Disney Erazo 16 Patria Nueva/zu REACTIVA
10 Tais Vera 9 Santa Matha/zu REACTIVA
11 Alicia Zambrano 10 Paquisha/zu REACTIVA
12 Sonia Lozano 25 Santa Martha/zu REACTIVA
13 Alisson Jiménez 12 Montoneros/zu REACTIVA
14 Maria Mendoza 48 Che Guevara/zu REACTIVA
15 José Castro 69 Chanchay/zu REACTIVA
16 Mayeri Hurtado 6 Las Mercedes/zr REACTIVA
17 Royere Herrera 38 Nuevo Israel/zr REACTIVA
18 Victor Caluia 21 El Paraiso/zr REACTIVA
19 Ramona Alcivar 59 Velasco Ibarra/zr REACTIVA
20 Jorge Napa 57 Via Quevedo km 50/zr REACTIVA
21 Norma Fuentes 29 Via Quinindé km 13/zr REACTIVA
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Anexo 3. Estimadores de maxima verosimilitud de la regresion logistica entre

la enfermedad y la edad, género y area de residencia.

_ Error Chi® de "
Parametro DF. Estimador Pr >Chi
estandar Wald
Intercepto 1 -0.6120 1.2898 0.2252 0.6351
Género 1 -0.0352 0.5104 0.0048 0.9451
Edad 1 -0.5637 0.5901 0.9125 0.3395
Area de residencia 1 0.2167 0.5809 0.1392 0.7091

Anexo 4. Estimadores de los coeficientes de disparidad de la regresiéon

logistica entre la enfermedad y la edad, género y area de

residencia.
Efecto Estimador Limites de confianza
del punto (Wald 95%)
Género 0.965 0.355 2.625
Edad 0.569 0.179 1.809
Area de residencia 1.242 0.398 3.877

Anexo 5. Intervalos de confianza de verosimilitud de la regresion logistica entre

la enfermedad y la edad, género y area de residencia.

Parametro Estimador Limites de confianza (95%)
Intercepto -0.6120 -3.1642 1.9485
Género -0.0352 -1.0487 0.9705
Edad -0.5637 -1.8098 0.5424
Area de residencia 0.2167 -0.9722 1.3384
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Anexo 6. Intervalos de confianza de Wald para coeficientes de disparidad
ajustados de la regresién logistica entre la enfermedad y la edad,
género y area de residencia.

Efecto Unidad Estimador Limites de confianza (95%)
Género 1,00 0.965 0.355 2.625
Edad 1,00 0.569 0.179 1.809
Area de residencia 1,00 1.242 0.398 3.877
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