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Resumen

La leptospirosis es una zoonosis endémica que produce dafios severos en la
salud publica humana y veterinaria. Se realiza un estudio de corte transversal
con un componente analitico (2018 - 2021), en 34 pacientes con leptospirosis
de La Habana, confirmados serolégica y molecularmente, usando 30 sueros,
siete sangres totales y dos orina. De los casos se operacionalizan las variables
sociodemogréficas, clinicas y epidemioldgicas. Se demuestra (por vez primera
en Cuba) que los métodos seroldgicos confirmatorios son mas utiles cuando se
usan muestras extraidas antes del séptimo dia de evolucion clinica [47%
(14/30)]. Se evidencia que la PCR es una herramienta util para el diagnéstico
temprano de la infeccidn [32% (7/22)] aunque es aplicable en cualquiera de las
fases clinicas de la enfermedad [100% (31/31)], sobre todo en los pacientes
negativos por serologia. Predominan los pacientes del sexo masculino (71%),
con edades de = 60 anos en los enfermos graves (21%) y entre 20 y 59 afios
(35%) en los no graves. La enfermedad es mas frecuente en los infectados con
escolaridad de preuniversitario (20%), los que trabajaban con animales (26%),
los que realizaban actividades agropecuarias y tenian contacto con aguas y
suelos (12%), respectivamente. La estadia hospitalaria supera los siete dias
(56%) y prevalece el diagndstico de los pacientes durante la fase leptospirtrica
(59%). No hay diferencias entre las formas clinicas ictérica (Sindrome de Weil)
y anictérica en los pacientes que cursan por la fase aguda y de convalescencia.
Los sintomas y signos mas frecuentes en ambas fases son la fiebre (78 y 85%)
y la astenia (50 y 65%). Los principales APP en los casos que cursan por la
fase de leptospiremia o leptospiruria son: la HTA (29 y 35%), la insuficiencia
renal (21 y 25%) y la hepatica (29 y 25%), en cada una. El antimicrobiano mas
utilizado en ambas fases clinicas, es la ceftriaxona con un 43 y un 40%,
respectivamente. La combinacion de métodos serolégicos y moleculares de
laboratorio en Cuba, confirman tanto la leptospirosis aguda como la
convalesciente. El estudio sugiere replantear las politicas de salud sobre
leptospirosis en la capital cubana, al evidenciar que la infeccion se esta
transmitiendo con un alto potencial epidemioldgico y a su vez, resalta la
necesidad de mantener la actualizacion de los algoritmos técnicos y las guias

de laboratorio, para este diagnostico en nuestro medio.



Abstract

Leptospirosis is an endemic zoonosis that causes severe damage to human
and veterinary public health. A cross-sectional study with an analytical
component (2018 - 2021) was conducted in 34 patients from Havana with a
leptospirosis diagnosis who were confirmed serologically and molecularly, using
30 sera, seven total blood and two urine samples. The sociodemographic,
clinical and epidemiological variables of the cases were operationalized. It was
demonstrated (for the first time in Cuba) that confirmatory serological methods
are more useful when samples extracted before the seventh day of clinical
evolution are used [47% (14/30)]. It was evidenced that a PCR test is a useful
tool for the early diagnosis of infection [32% (7/22)], although it could be used in
any of the clinical phases of the disease [100% (31/31)], especially in
serologically negative patients. It predominated male patients (71%), severe
cases aged =60 years (21%), and non-severe cases aged between 20 and 59
years (35%). The disease was more frequent among patients with a high school
education level (20%), who worked with animals (26%), and who carried out
agricultural activities and had contact with water and soil (12%). Hospital stay
exceeded seven days (56%) and patients were diagnosed during the
leptospiruric phase (59%). There were no differences between the icteric (Weil's
syndrome) and anicteric clinical forms in patients during the acute and
convalescent phases. The most frequent signs and symptoms in both phases
were fever (78 and 85%) and asthenia (50 and 65%). The main personal
pathological antecedents during the leptospiremia or leptospiruria phases were:
high blood pressure (29 and 35%), and renal (21 and 25%) and hepatic (29 and
25%) failure, in each case. The most commonly used antimicrobial in both
clinical phases was ceftriaxone (43% and 40%, respectively). The combination
of serological and molecular laboratory methods in Cuba confirms both acute
and convalescent leptospirosis. This study suggests rethinking health policies
on leptospirosis in the capital of Cuba, as it evidences the transmission of the
infection with a high epidemiological potential and, at the same time, highlights
the need to continue updating the technical algorithms and laboratory

procedures for this diagnosis in our setting.
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IINTRODUCCION

La leptospirosis constituye la enfermedad zoonoética de mayor impacto en salud
publica debido a los dafios que ocasiona desde el punto de vista econémico y
social. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera a esta entidad
como una de las enfermedades reemergentes y "olvidadas o desatendidas” en
la regién de las Américas.® En Cuba existe un Programa de Control y Preven-
cién, que se sustenta en las acciones que realizan los centros que atienden las

zoonosis en todas las provincias del pais.®

El cuadro clinico que la caracteriza en los humanos lo ocasionan las bacterias
que se incluyen en el complejo patogénico Leptospira interrogans sensu lato.®
Se estima que a nivel mundial cada afio casi un millén de individuos enferma
de leptospirosis y cerca de 60 000 fallecen. Debido a las caracteristicas del
agente etiologico, la incidencia anual de esta enfermedad varia en paises de
climas templados y tropicales entre 0,1 y 10 casos por 100 000 habitantes,
aunque cuando ocurren brotes puede llegar a ser de 100 por cada 100 000 ha-
bitantes.®

Los patrones caracteristicos de la transmision de la leptospirosis son de tipo
epidémico y endémico, que incluye el esporadico. Los factores mas importan-
tes para la aparicién epidémica son las situaciones de desastres naturales aso-
ciados, por lo general, al cambio climéatico, entre ellas destacan las lluvias esta-
cionales, las inundaciones, las deficiencias higiénicas que ocasionan alta infes-
tacion por roedores y la existencia de poblaciones no controladas de perros.
Por otro lado, la esporadica requiere que el ser humano se ponga en contacto
con entornos contaminados en su quehacer profesional, o de forma accidental
por el contacto con animales domésticos enfermos o durante la recreacion en
aguas que pudieran estar contaminadas.® Esta zoonosis se considera un ries-
go ocupacional para los ganaderos, veterinarios, agricultores, cultivadores de

arroz y cafia de azucar, limpiadores de alcantarillas y personal militar.®

La infeccién por Leptospira spp. en el ser humano puede ser asintomatica o
presentarse con signos y sintomas inespecificos, como cefalea, mialgias, nau-
seas, vomitos, diarrea, erupcion cutanea, dolor abdominal, eritema conjuntival y

esplenomegalia. En los casos graves, puede presentarse compromiso organi-
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co, choque séptico, dificultad respiratoria, miocarditis, rabdomidlisis, vasculitis,
hemorragia y disfuncion hepatica o renal. Las estadisticas indican que el 10 %
de los individuos que desarrollan cuadros graves, fallecen por esta causa,® ©
pero cuando al menos un 6rgano entra en insuficiencia, la mortalidad se eleva
a mas del 50 %. Por otra parte, el prondstico de las formas no graves de la en-

fermedad, en general, es bueno y la mortalidad no es superior al 9,7 %.(

El diagndstico microbiolégico de los casos sospechosos de leptospirosis (pa-
cientes con sintomas y antecedentes epidemiol6gicos de posible exposicion a
la bacteria) se realiza mediante diferentes técnicas bacteriolégicas, seroldgicas
y moleculares. Los métodos que detectan los anticuerpos producidos por el
individuo contra la bacteria son los que mas se utilizan, por las ventajas que
tienen sobre los métodos bacteriolégicos y moleculares. Entre las pruebas se-
rolégicas utilizadas en el mundo estan la prueba de aglutinacion microscépica
con antigenos vivos (MAT, por sus siglas en inglés), considerada como el mé-
todo de referencia para el serodiagndstico de esta entidad y la técnica de ensa-
yo inmunoenzimético, (ELISA, por sus siglas en inglés). Asimismo, entre las
pruebas de deteccion directa del microorganismo se hallan, el aislamiento y
cultivo de las leptospiras a partir de la sangre, orina u otros materiales clinicos;
las técnicas de tincidon inmunoldgica y la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés). De todas ellas el aislamiento de leptospiras es
la prueba de oro para este diagnostico. En el caso del diagnéstico post mortem,
se pueden utilizar las técnicas seroldgicas, el cultivo, la inmunofluorescencia
directay la PCR.®

Debido a que la presentacion clinica de la leptospirosis es inespecifica, los pa-
cientes pueden diagnosticarse de manera tardia, 1o que eleva el riesgo de que
desarrollen complicaciones y fallezcan. Para evitar estas consecuencias se re-
quiere realizar un adecuado diagnéstico diferencial, un oportuno diagndstico
microbioldgico, asi como propiciar que el manejo de los pacientes con cuadros
graves en los que se sospeche la enfermedad sea en la unidad de cuidados

intensivos.®

En Cuba, la leptospirosis humana, muestra un comportamiento endemo-

epidémico, con un caracter ciclico estacional, enmarcado en tres etapas evolu-
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tivas bien diferenciadas: la primera (1980-1990), con una tendencia ligera y
creciente; la segunda, (1991-1994), por un elevado y brusco ascenso en la
morbilidad de la enfermedad; y la tercera (1995-2019), caracterizada por una
sostenida reduccion en cuanto a morbilidad.® 9 La literatura nacional recoge
algunos estudios clinicos epidemiologicos que se concentran en la descripcion
de aspectos relacionados con individuos que enferman por leptospirosis, en

algunas de las provincias del pais, en diferentes periodos de tiempo.® 9 (10)

Problema cientifico:

En los ultimos diez afios en Cuba se ha incrementado de vigilancia serologica-
molecular de la leptospirosis, a través del estudio de las muestras recibidas el
en LNRLB-IPK precedentes de pacientes con sospecha clinica epidemiologica
de la enfermedad. Con el de cursar de los afios, se observa una ligera
reduccion del nimero de pacientes que se notifican a nivel nacional, pero, de
manera particular resalta La Habana, provincia donde a pesar de que las
individuos notificaciones se encuentran en descenso, los estudios del
laboratorio de microbiologia indican que el nUmero de muestras positivas ese
elevado. Por las razones expuestas se requiere de nuevas investigaciones que

impacten en el diagndstico confirmatorio de la enfermedad en la capital cubana.
Por ello nos planteamos las siguientes preguntas de investigacion:

¢, Qué sexo, edades, actividades laborales, nivel técnico profesional, lugar de
residencia y que tipo de contacto con reservorios, tuvieron los casos con lep-
tospirosis de La Habana (2018-2021)7?

¢, Qué cuadro clinico, complicaciones y antibiéticoterapia tuvieron los casos con
leptospirosis de La Habana (2018-2021)?

¢, Qué muestra clinica y técnica brindara mayor confirmacion de laboratorio y

gue relacion tendran con las fases y formas clinicas de la enfermedad?

Para dar respuesta a esas preguntas nos trazamos los siguientes objeti-

VOS:



Identificar los principales factores socio-demograficos, clinicos y epide-
mioldgicos y el comportamiento temporo-espacial, en los casos que cur-

san con leptospirosis humana en La Habana (2018- 2021).

Determinar la frecuencia de leptospiras, en muestras clinicas, segun
técnicas seroldgicas — moleculares utilizadas y su relacion con las fases
y formas clinicas de la enfermedad, en los casos que cursan con leptos-
pirosis en La Habana (2018- 2021).



II. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Definicién y Sinonimia

La leptospirosis humana es una enfermedad zoonética, infectocontagiosa
causada por cepas patégenas del género Leptospira que son transmitidas
directa o indirectamente de los animales al hombre, con presentaciones
clinicas que puede variar desde formas asintomaticas a fallo mul-

tiorganico con desenlace fatal.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) cataloga a la leptospirosis como
una enfermedad tropical desatendida. ? Entre sus denominaciones mas
habituales se encuentran Enfermedad de Weil, ictericia espiroquética
hemorragica, fiebre del cieno, fiebre de los cafaverales, enfermedad de los

arroceros, fiebre canicola y fiebre otoial, entre muchas otras. 13.14)
2.2 Antecedentes histéricos

En la historia de la humanidad se han descrito numerosas enfermedades que
han influido negativamente sobre la supervivencia del hombre. Dentro de ellas,
merece especial mencion la leptospirosis. 19 Las resefias mas antiguas de la
enfermedad datan desde la época de la invasién napolednica a Egipto a través
de reportes realizados por Larrey en el Cairo. 16 Mas tarde, en 1883, Luis
Landouzy fue el primero en describir la leptospirosis humana como una entidad
clinica distinta; mientras que en 1886 Adolfo Weil describié en trabajadores
agricolas una enfermedad grave de alta mortalidad caracterizada por fiebre,
ictericia, hemorragia e insuficiencia hepatica y renal, a la que en 1888 se le
comienza a llamar Enfermedad de Weil en honor a tan destacado

investigador.”)

Luego, en 1907, Stimson pudo visualizar al microorganismo en un corte de
riidn de un paciente muerto por fiebre amarilla y, debido a su morfologia, lo
nombré Spirochaeta interrogans.® Mientras que en 1917, Hidego Noguchi, un
bacteridlogo japonés que trabajaba en América, aisloé el agente en un medio
elaborado por él y sugirié para este género el nombre de Leptospira. (18



El primer aislamiento en humanos fue en ese mismo afo, de un paciente con
ictero y manifestaciones hemorragicas, por lo que se le Illamo
icterohemorragiae. 9 Los medios para el cultivo de leptospiras comenzaron a
desarrollarse desde 1918 y en la década de 1920 se aisla un microorganismo
con las mismas caracteristicas pero ubicuo en el medio ambiente y no
patdgeno para el hombre, se le denominé Leptospira biflexa. De igual manera,
a medida que pasaba el tiempo se enriquecian los conocimientos clinicos,

patoldgicos y epidemioldgicos de la enfermedad. %
2.2.1 Antecedentes en Cuba

En Cuba, los doctores Reynaldo Marquez Camacho, Emilio Soler Montes y
Arturo Curbelo Hernandez, presentaron el primer caso confirmado de
leptospirosis, cuyo diagndstico comprobaron bacteriologicamente en 1945.
Posteriormente, en 1956, los doctores Curbelo y Viola Marquez Biscay,
publicaron la recopilacién de 177 casos con diagnéstico clinico de la llamada
Enfermedad de Weil, que fueron notificados en La Habana de 1945 a 1955, de
los cuales 45 se confirmaron serolégicamente usando antigenos de la L.

canicola y L. icterohaemorrhagiae. 9

En 1972, se recibi6 en el Instituto Nacional de Higiene, Epidemiologia y
Microbiologia (INHEM) una asesoria por parte del profesor E. Kmety, consultor
de la OMS, con el objetivo de establecer técnicas de laboratorio necesarias
para el cultivo de leptospiras y estudios seroldgicos, lo que permiti6 que se
investigara en diferentes especies de animales en trabajadores de alto riesgo,
lo cual permitié la identificacion de diversas cepas. A partir de ese momento los
brotes epidémicos se identificaron en todas las regiones del pais,
fundamentalmente en oriente. En 1980, en la provincia Camaguey, se produjo
un brote de gran magnitud; el municipio Florida fue el mas afectado, de cuyo
estudio epidemiolégico derivd la necesidad de establecer un Programa
Nacional de Control de la Leptospirosis Humana (PNCLH). @ 19 Desde 1981 se
cuenta con el Programa Nacional de Prevencion y Control de la Leptospirosis
que abarca tanto la salud humana como animal, el que se perfeccion6 a partir

de 1997 donde se enfatiza en la necesidad de fortalecer la prevencion primaria.
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2.3 Agente etiologico

2.3.1 Caracteristicas generales

Las leptospiras son bacterias gramnegativas, aerobias estrictas, con una
longitud de 6-20 pm y un didmetro de 0,1 pum. Son microorganismos
helicoidales, flexibles y con una leve curvatura en uno o ambos extremos, en el
caso de las patdégenas. El cuerpo de la bacteria esta formado por un cilindro
protoplasmatico helicoidal que le confiere motilidad y posee un antigeno
somatico comun responsable de la inmunidad protectora. Ademas, cuenta con
dos filamentos axiales y una envoltura externa formada por tres o cinco capas

que rodean todo el microorganismo.(® 13, 18), 20)

Desde el punto de vista bioguimico, estas bacterias son catalasa y oxidasa
positivas, pero las especies no pueden diferenciarse por pruebas bioquimicas.
Aunque son bacterias Gram negativas, no se tiien mediante los colorantes
convencionales, por lo que se visualizan por medio de la microscopia de campo
oscuro. La temperatura 6ptima de crecimiento oscila entre 28-30 °C y requieren
de que los medios tengan un pH que oscile entre 7,2 y 7,6.18 Las leptospiras
pueden crecer, ademdas, en varias lineas celulares cultivadas in vitro,
principalmente fibroblastos, observandose su efecto citopéatico, pero de
cualquier modo el tiempo de generacion de las cepas patdgenas es de

aproximadamente 20 horas, el de las saprdfitas de cinco.V

Leptospira spp. no se multiplica fuera del hospedero, para que asi sea depende
de un medio adecuado para su supervivencia, ya que es un género susceptible
a la desecacion y a otros factores como la luz solar directa, la hipersalinidad,
los desinfectantes, los detergentes y el jabon. No obstante, las espiroquetas
son capaces de sobrevivir hasta 180 dias en agua dulce, tres semanas en
aguas estancadas y hasta cerca de un afio en soluciones viscosas con bajo
contenido de materia organica. En suelo humedo sobreviven por largo tiempo,
mientras que en suelo seco la supervivencia es corta. Por otra parte, conservan
su viabilidad varios dias en visceras y carnes refrigeradas, mientras que en el

frio pueden sobrevivir hasta 100 dias a —20 °C.(18. 22)



2.3.2 Taxonomia
El género Leptospira (Gr. Lepto = fino y espira = espiral) es el Unico de la
familia Leptospiraceae, perteneciente al orden Spirochaetales, clase

Spirochaetia y fhylum Spirochaetes. (23)

Historicamente, el género Leptospira se ha dividido en dos grupos, Leptospira
biflexa sensu lato, que es el que incluye las leptospiras saprofitas que son las
de vida libre, no patégenas, que se encuentran en ambientes humedos y aguas
superficiales; Leptospira interrogans sensu lato, que engloba a las especies
patbgenas causantes de la leptospirosis y que, de acuerdo con sus
caracteristicas serologicas, se clasifican en serogrupos constituidos por
serovares.®L. interrogans y L. biflexa, se diferencian a través pruebas
fenotipicas que se basan en la capacidad de crecimiento de leptospiras
saprofitas a 13 °C y en presencia de 8 azaguanina. No obstante, a partir de
1987 la clasificacion y diferenciacibn de estas especies se bas6é en la
homologia del ADN medida por técnicas de hibridacion, la cual es la técnica
estandar para la especiacion del género Leptospira. Otros aspectos empleados
en la diferenciacibn son las caracteristicas en cuanto a patogenicidad y

virulencia de las especies. @

En la actualidad, el género Leptospira, comprende 35 especies
filogenéticamente separadas en tres grupos: 13 patdgenas, 11 saprofitas y 11
intermedias. Los agentes que causan enfermedad son los que pertenecen a las
especies intermedias y patogénicas de Leptospira. Estos incluyen mas de 260

serovares.(®9

En los dltimos afios, el empleo de técnicas moleculares y el incremento del uso
de la informacién gendmica han permitido la identificacion de de 21 genomoes-
pecies: nueve patégenas (L. alexanderi; L. weilii; L. borgpetersenii; L. santaro-
sai; L. kmetyi; L. alstonii; L. interrogans; L. kirschneri; L. noguchii), seis inter-
medias (L. licerasiae; L. wolffii; L. fainei; L. inadai; L. broomii; L. idonii) y una
cifra similar no patégenas (L. vanthieli; L. biflexa; L. wolbachii; L. terpstrae; L.
meyeri; L. yanagawae). De esta forma, algunos de los serovares patégenos,

frecuentes en animales, ahora corresponden a otra especie como es el caso de



L. interrogans serovar Grippotyphosa que ahora es L. kirschneri serovar Grip-

potyphosa. 6
2.3.3 Caracteristicas genéticas

El genoma de las leptospiras cuenta con un contenido de GC de entre el 35 %
y el 41 %. El mismo, esta distribuido en cromosomas circulares: uno grande, el
cromosoma |, y otro pequefio, el cromosoma II; con un rango de longitud apro-
ximado entre 3500-4300 y un total de 4 627 366 (pb), el cromosoma | con 4 277
185 (pb) y el cromosoma Il con 350 181 (pb). Esta variabilidad en la longitud
del genoma confiere a las bacterias la capacidad de vivir en diversos entornos
y hospedadores. Las leptospiras saproéfitas poseen, ademas, un tercer replicon

circular denominado p74, que ha sido relacionado con su sobrevivencia. 2527

La tecnologia de secuenciacion de ADN se continla empleando para realizar
analisis comparativos de la diversidad de genes entre leptospiras saprofitas y
patogenas, y entre las diferentes especies de leptospiras patdégenas, para lo-
grar una mejor comprension de este patdégeno bacteriano. La secuenciacion de
nuevos aislamientos de Leptospira de diferentes regiones del mundo contribu-

yen a enriquecer el conocimiento sobre esta enfermedad.?®)
2.3.4 Estructura antigénica

Las variaciones en las cadenas laterales de carbohidratos determinan la diver-
sidad antigénica observada entre las diferentes cepas de Leptospira. La estruc-
tura antigénica de esta especie es complicada. En ella se define el serovar co-
mo la unidad bésica, a que esta representado por una cepa de referencia de
acuerdo a las similitudes y diferencias antigénicas que se encuentren. Los anti-
genos localizados en la membrana externa facilitan la clasificacion en serotipos
(serovares), mientras que existen otros comunes a todo el género Leptospira
localizados mas profundamente. Se conoce que Leptospira interrogans se sub-
divide, segun su composicion antigénica, en 218 serotipos (serovariedades),
gue por las reacciones antigénicas cruzadas entre ellos, se relnen en 28 sero-

grupos.®®



De igual modo, la identificacion de proteinas antigénicas expresadas durante la
infeccion por leptospirosis tiene una implicacion importante para el desarrollo

de nuevas técnicas de diagndstico seroldgico y para la produccién de vacunas.
(30)

2.3.5 Factores de virulencia

Los factores que influyen en la virulencia de las leptospiras son poco entendi-
dos. Algunos serovares tienden, en general, a causar una enfermedad leve,
mientras otros ocasionan una enfermedad severa. Sin embargo, no existe una
presentacion especifica de la infeccion para un serovar, pues depende también
de factores relacionados con el paciente tales como la edad, patologias aso-
ciadas y el estado inmunolégico. La dosis infectante también puede tener in-

fluencia en el curso de la leptospirosis.G)

No obstante, entre los factores de virulencia identificados que podrian influir en
la patogenia de la infeccion y la enfermedad por Leptospira spp., se incluyen el
LPS (que se considera un factor de virulencia general de las bacterias gram-
negativas), las hemolisinas, las proteinas de la membrana externa (OMP), otras

proteinas de superficie y las moléculas de adhesion.®?

De igual modo, existen factores genéticos que se reconocen como de virulen-
cia. Tal es el caso del gen de la lipoproteina de superficie Loa22, altamente
conservado en las leptospiras patdégenas y expresado en la fase aguda de la
enfermedad. Ademas, han sido detectados otros cinco genes codificadores de
esfingomielinasas, entre ellos el gen sphA y sphH, que codifica para la esfin-
gomielinasa C y la SphH, respectivamente, las cuales tienen funcion de lisis

celular de eritrocitos y contribuyen al dafio del endotelio de pequerios vasos.@?

Por otro lado, se han identificado los genes lig (lig A y lig B), que codifican pro-
teinas de superficie que contienen dominios parecidos a las inmunoglobulinas,
las cuales se unen a la elastina, tropoelastina, laminina y fibronectina; genes
gue codifican proteinas de membrana parecidas a la endostatina humana que

se unen a la laminina, fibrinégeno y fibronectina; y el gen lipL32, que codifica la
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lipoproteina, altamente conservada en leptospiras patdgenas, se une al cola-

geno |, IV, V, laminina y a la fibronectina dependiente de calcio.?
2.3.6 Respuesta Inmune

A pesar de que las leptospiras no son bacterias facultativas intracelulares, pue-
den vivir brevemente en las células del hospedero y, se sabe que se pueden
mover rapidamente a través de las monocapas celulares in vitro. Ellas habitan
en el citoplasma o compartimentos fagosomales en células no fagociticas. En
los macréfagos humanos, escapan del fagosoma al citoplasma donde se multi-
plican y se produce la apoptosis de la célula, lo que indica que Leptospira spp.
ha desarrollado un mecanismo de escape fagosomal para evadir el sistema
inmunologico y dispersarse rapidamente a varios tejidos del huésped para cau-

sar la infeccion.3

Por otro lado, durante la infeccién las especies patégenas de Leptospira des-
encadenan una fuerte activaciéon de neutrdéfilos y de la respuesta proinflamato-
ria. Los neutréfilos son importantes en el control de microorganismo, pero tam-
bién contribuyen con el dafio de tejidos en el hospedero porque estimulan la
formacién de netosis que es un tipo de muerte celular, pero en ausencia de
estos se incrementa la posibilidad de leptospiremia. ¢4 Los macrofagos tam-
bién juegan un papel importante en la eliminacion de la bacteria. Su mecanis-
mo efector junto con una eficiente respuesta de citoquinas esta relacionado con
el control fagocitico y de la diseminacion de la infeccion.®® De igual manera,
las especies patdégenas de Leptospira inducen una respuesta inmune mediada
por linfocitos T y B, acompafiada con la expresion de citoquinas que son fun-
damentales en la eliminacién temprana de la infeccién, pero su produccién no

controlada puede conducir a la falla multiorganica.®)

Por su parte, la respuesta humoral especifica contra leptospira se caracteriza
por la produccion de anticuerpos IgM, 1gG e IgA. De hecho la deteccion de IgM
se utiliza para el diagnéstico temprano de leptospirosis.®”) El efecto de la res-
puesta humoral en humanos con leptospirosis ha permitido que se realice el

diagnéstico seroldgico después de la infeccién natural. Pero el aspecto mas
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importante de la respuesta humoral en la infeccion con leptospira es la forma-

cion de anticuerpos protectores contra la el serovar infectivo. 841
2.3.7 Patogenia

Las leptospiras penetran en el organismo humano a través de pequefias heri-
das o erosiones de la piel 0 mucosas (conjuntiva y nasofaringe) y llegan répi-
damente al sistema circulatorio para luego alcanzar los érganos afectados; el
ciclo vital se completa cuando la leptospira atraviesa el intersticio y el tabulo
proximal de los rifiones. La penetracion de la bacteria en los tejidos se ve facili-
tada por el movimiento de excavacion de estas bacterias y por la secrecion de
enzimas, entre ellas la colagenasa y esfingomielinasa. Estas proteinas interac-
tdan directamente con componentes de la matriz extracelular del huésped, co-
mo colageno, fibronectina y laminina. Ademas, estas bacterias activan también
directamente el paso de plasminégeno a plasmina; la principal enzima del sis-

tema fibrinolitico.®V

Por otra parte la formacion de los complejos inmunitarios circulantes contribu-
yen a la afectacién renal y a la disfuncion endotelial que sufre el individuo en-
fermo, no obstante, el principal dafio producido por las leptospiras se localiza
en el endotelio de los vasos y capilares (vasculitis infecciosa), provocando ex-
travasacion de la sangre, anoxia e isquemia local, y generacion de radicales
libres de oxigeno, condiciones que favorecen dafos graves con la aparicion de

las complicaciones.“?

A nivel renal, se produce inflamacion aguda y crénica que puede avanzar hacia
acidosis tubular aguda (ATA) y nefritis, también se afecta la regulacion de liqui-
dos y electrolitos asociando poliuruia e hipokalemia; en el higado existe una
pérdida de la estructura celular y obturacion de los conductos biliares; razon
por la cual se desencadena la ictericia. A nivel pulmonar, existen areas hemo-
rragicas abundantes y una adhesion anormal de las plaquetas a las células en-
doteliales; a nivel cardiovascular existe destruccion directa de plaquetas por
medio del agente infeccioso que desencadena una hemorragia pericardica y
endocérdica; con posterior dafio directo a los miocitos y presencia de necrosis

diseminada y dilatacién ventricular. 43)
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2.4 Epidemiologia

La leptospirosis es una enfermedad de distribucion mundial (exceptuando la
Antértida) que afecta a humanos y animales. Es causada por bacterias perte-
necientes al género Leptospira y la infeccion humana se asocia a elevados in-
dices de morbilidad y mortalidad, pues cada afio aparece mas de un millén de
nuevos casos y ~60 000 muertes. 44 Su incidencia es mas mayor en pobla-
ciones rurales de areas de climas tropicales y subtropicales y en areas inunda-
bles, presentando picos epidémidos entre junio y noviembre.® Los factores
medioambientales mas relevantes en la dinamica de transmision de Leptospira
spp. son la temperatura, la humedad y la precipitacion fluvial, a estos se les
asocian otros como la densidad poblacional, tipo de vivienda, la sanitizacion del
agua de consumo, el manejo de residuos y la deforestacién.“®)

La transmision de las leptospiras inicia con la presencia de reservorios y hos-
pederos que portan estas bacterias en sus tubulos renales, desde donde son
excretadas a través de la orina (leptospiruria), lo que contamina el agua, el sue-
lo, alimentos, etc. De esta forma Leptospira spp., permanece viable en esos
ambientes hasta infectar a nuevos hospederos susceptible.(%558) La infeccion en
seres humanos aparece generalmente por la exposicion accidental a orina con-
teniendo espiroquetas o por contacto con algin medio contaminado. Las otras
vias documentadas son: contacto con secreciones, tejidos y/o sangre de indivi-
duos positivos, inhalacion de aerosoles e ingesta de alimentos antihigiénicos.

La infeccién también se transmite por la mordida de animales positivos.“7-50)

La leptospirosis en seres humanos también puede ser adquirida a través de
actividades ocupacionales, recreativas o exposiciones en laboratorios. Por ello,
se presenta con mayor frecuencia en trabajadores que estan en contacto con
animales, con sus productos y/o subproductos, que laboran en terrenos hume-
dos y/o zonas semi inundadas, y que conviven inadecuadamente con sus mas-
cotas. Otros factores que conllevan un mayor riesgo de transmision son la
inadecuada disposicion de basura y alcantarillado, contacto con aguas de re-
gadio o residuo, caminar descalzo en calles no pavimentadas y/o encharcadas

y compartir la vivienda con reservorios u hospederos.“8: 51-54)
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En Cuba, el comportamiento epidémico de esta enfermedad ha estado enmar-
cado en tres etapas bien diferenciadas: la primera (entre 1980 y 1990) presento
una tendencia ligeramente ascendente, la segunda (de 1991 a 1994) se carac-
terizd por un marcado aumento del numero de casos, mientras que durante la
tercera etapa (de 1995 a 2002) se observd una franca reduccion.®® Actual-

mente ocupa el sexto lugar entre las enfermedades de declaracion obligatoria.
(56)

En cuanto a la prevencion de esta entidad nosoldgica han sido propuestas mul-
tiples estrategias para lograrla, entre las mas importantes figuran la inmuniza-
cion y uso de quimioprofilaxis, que van a depender de las circunstancias am-
bientales y el grado de actividad humana. Por otra parte, las medidas de pro-
teccién en zonas de alto riesgo de contagio con leptospirosis comprenden el
uso de guantes, botas, protectores oculares en trabajadores con alto riesgo de
exposicidn con secreciones directas o indirectas de animales infectados, como
herramientas mas efectivas. Otras estrategias como el control de roedores, la
prevencion de las inundaciones, la identificacion y tratamiento de animales en-

fermos también han sido descritas como efectivas. 7

En el caso particular de Cuba la quimioprofilaxis comprende a todos aquellos
individuos que realizan temporalmente actividades o labores en suelos y
fluviales contaminados con Leptospira (riesgo pre exposicion). En tales
situaciones se suelen destacar militares y trabajadores agricolas temporales.
La quimioprofilaxis en esos casos consiste en el uso de doxiciclina 200 mg

semanales, hasta una semana después de la exposicion. 8. 59)

En nuestro pais la vacunacion se efectlda con la vacuna antileptospirdsica triva-
lente vaxSPIRAL de produccion nacional, la cual es una suspension de células
enteras inactivadas de Leptospira interrogans, perteneciente a los serogrupos
Canicola (serovar canicola), Icterohaemorrhagiae (serovar copenhageni) y Po-

mona y tiene una eficacia cercana al 80 %.(60-63)
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2.5 Manifestaciones clinicas

El periodo de incubacién de la leptospirosis es de siete a 26 dias, con un pro-
medio de 12 dias. La expresion clinica de esta enfermedad varia desde proce-
sos totalmente asintomaticos o leves (que no alcanzan a diagnosticarse), pa-
sando por formas de evolucion generalmente benignas, hasta el desarrollo de
cuadros graves, de caracter icterohemorragicos, con colapso vascular y serio

compromiso de las funciones hepatica y renal. (64 65

En los seres humanos la leptospirosis se manifiesta como una enfermedad bi-
fasica. La primera fase abarca del dia primero al séptimo y se conoce como
fase de leptospiremia o septicémica febril, corresponde a la multiplicacion y
propagacion del microorganismo en todo el organismo y se caracteriza por la
aparicién de sintomas inespecificos y fiebre mayor de 39 °C. En la mayoria de
los pacientes la enfermedad se resuelve después de esta primera semana de
sintomas, pero entre el 5y el 15% de ellos evolucionara hacia la fase tardia
desarrollando manifestaciones graves. La segunda fase inicia al octavo dia y
culmina con la resolucion del cuadro clinico. En ella se desarrollan los anticuer-
pos y se eliminan las leptospiras en la orina. Los sintomas y signos dependen

del 6rgano en el que se localicen las leptospiras. (67 68)

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) declara que las formas clini-

cas de la leptospirosis humana son las siguientes:

-Leptospirosis anictérica: cuadro inicial leve con sintomas de tipo gripal caracte-
rizados por mialgias, tos seca, lesiones conjuntivales, fiebre subita de 39-40°C,
escalofrios, cefalea frontal intensa, asociados a sintomas inespecificos como
nauseas, vomitos, dolor abdominal, diarreas.

-Leptospirosis ictérica: llamada también sindrome de Weil, se caracteriza por
ictericia con colestasis y hepatomegalia, que se asocia a un cuadro inicial exa-
cerbado y/o falla renal, hemorragias con alteraciones de las plaquetas (pete-
quias, equimosis, hematemesis, hemoptisis, melenas), o miocarditis con arrit-

mias.

-Meningitis/meningoencefalitis: aparicion de meningitis atipica.
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-Hemorragia pulmonar con falla respiratoria: sintomas de neumonia atipica.(©®

Ademas de la enfermedad de Welil, existen otras complicaciones que pueden
provocar la muerte del paciente, entre las mas frecuentes se encuentran la ne-
frofatia por leptospiras, el sindrome hemolitico-urémico, la hemorragia pulmo-
nar, la hemorragia gastrointestinal y, con menos frecuencia, las hemorragias

subaracnoidea o suprarrenal. 4871
2.6 Tratamiento

En los pacientes con alta presuncion clinica de leptospirosis se recomienda
iniciar el tratamiento con antibiéticos lo antes posible, sin esperar los resultados
de laboratorio, porque esta decision influye en que disminuya la gravedad del

cuadro clinico, asi como la duracion de la enfermedad en de dos a cuatro dias.
(73)

En los pacientes con sintomas leves, la doxiciclina es el farmaco de preferencia
(100 mg por via oral, dos veces al dia), si no existen contraindicaciones. Otras
opciones son la azitromicina (500 mg por via oral), la ampicilina (500-750 mg
por via oral, cada seis horas) y la amoxicilina (500 mg por via oral, cada seis
horas), todos durante siete dias, con excepcion de la azitromicina cuyo régimen
es de seis. Con relacibn a este antimicrobiano es importante sefalar que
estudios actuales demuestran su mayor eficacia con relacién a la doxiciclina,
por lo que se recomienda como alternativa antibidtica el tratamiento de la

leptospirosis humana no ictérica. (67 68)

Por otra parte, en los pacientes con enfermedad grave, la penicilina por via
intravenosa es el farmaco de preferencia (1.5 MU por via intravenosa, cada 6
horas), y la ceftriaxona (1g por via intravenosa, cada 24 horas) ha demostrado
ser igualmente eficaz, por lo que algunos protocolos la incluyen como
tratamiento de primera linea. En cualquiera de los casos se debe tener especial
cuidado en el manejo de este antibidtico para evitar toxicidad sistémica
relacionada con la dosis y sobre todo con el aumento de nitrégeno uréico en

sangre.(®")
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Es importante sefialar que el paciente con enfermedad de Weil o con fallo de
algun organo, necesita ser internado en la unidad de cuidados intensivos con
vigilancia continua, medidas generales de hidratacion, control de signos vitales,
vigilancia de la diuresis, oximetria, estudios de imagen, asi como seguimiento

diario de funcion renal, hepatica, CPK, y hemograma y leucograma.®?
2.7 Diagnéstico
2.7.1 Diagndéstico Diferencial

El diagnéstico diferencial debe realizarse de acuerdo con la presentacion clini-
ca de la enfermedad, ya sea ictérica o anictérica. Se deben descartar otras en-
fermedades febriles que cursen con cefalea y mialgias como dengue, hepatitis
viral aguda, ictero obstructivo y hemolitico, meningitis bacteriana, paludismo,
fiebre amarilla, hantavirus, influenza, covid 19, rickettsiosis, brucelosis, necrosis

tubular aguda, entre muchas otras. (6. 66.69,70)

2.7.2 Hallazgos de laboratorio clinico

Los examenes de laboratorio clinico permiten la orientacion del médico de asis-
tencia. En el hemograma, la mayoria de las veces se observa leucocitosis (con
una franca neutrofilia; la eritrosedimentacién se presenta aumentada y el coa-
gulograma puede ser normal, aunque a veces la actividad de la protrombina
plasmatica puede estar disminuida. Por otro lado, hasta el 50 % de los enfer-
mos presentan trombocitopenia leve, que se relaciona con la insuficiencia re-
nal. De igual modo puede existir elevacion de la bilirrubina y de la fosfatasa
alcalina en suero, un incremento leve de las aminotransferasas, y el alarga-
miento del tiempo de protrombina en el Sindrome de Weil. Cuando hay reac-
cion meningea, predominan al principio leucocitos polimorfonucleares y mas
tarde células mononucleares. En la orina aparecen alteraciones del sedimento
(leucocitos, eritrocitos y cilindros hialinos o granulosos), pudiendo existir desde
una proteinuria leve, hasta una insuficiencia renal y azoemia en los casos gra-

ves, (56)
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2.7.3 Diagnéstico microbioldgico

Los métodos de laboratorio pueden dividirse en: directos (aislamiento, cultivo y
técnicas moleculares) e indirectos o serolégicos. A través de las técnicas sero-
l6gicas se detectan anticuerpos; y las técnicas moleculares detectan acidos

nucleicos de Leptospira patégena. (/D

En cuanto a las muestras clinicas para el diagnéstico, cabe destacar que du-
rante el periodo septicémico las utiles son la sangre total y liquido cefalorraqui-
deo para realizar técnicas de diagnostico directo; el suero se utiliza para com-
parar el resultado de los estudios seroldgicos que se realicen en la fase inmu-
ne. Las muestras de sangre deben tomarse antes del tratamiento con antimi-
crobianos; no se utilizan medios de transporte, esta se inocula directamente en
el medio de cultivo. El liquido de hemodialisis es otra muestra Gtil durante esta
fase clinica. Todos los especimenes son provechosos para diagnostico mole-

cular (72

Por otra parte, durante la fase inmune las muestras clinicas utiles son: orina
para cultivo y suero para deteccion de anticuerpos. Se utilizan sueros pareados
tomando una segunda muestra de 7 a 10 dias después de la primera (tomada
en la fase septicémica), si es necesario se puede estudiar una tercera muestra
colectada una semana después de la dltima extraccidén. Las muestras post mor-
ten mas adecuadas son rifién (parte cortical), higado, pulmén y bazo, asi como
sangre del corazén o liquido cefalorraquideo. (/2

2.7.3.1 Aislamiento, cultivo, serotipificacion.

Las leptospiras pueden ser aisladas de muestras de sangre, LCR vy liquido de
didlisis peritoneal, si se toma muestra en los primeros 10 dias de la enferme-
dad, mientras el paciente permanezca febril y no se haya iniciado tratamiento
antimicrobiano. En el caso de la orina, su rendimiento para esta prueba es op-

timo luego de la primera semana de enfermedad. (6. 57,73, 74)

El aislamiento del agente etioldgico constituye la regla de oro para el diagnoésti-
co de leptospirosis. El cultivo es dificil porque las condiciones para su creci-

miento in vitro son muy exigentes, los medios para lograrlo son comerciales y
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entre los mas importantes figuran el EMJH (Ellinghausen-McCullough-Johnson-
Harris) o Fletcher. Los cultivos son generalmente incubados a 30 °C por algu-
nas semanas debido a su crecimiento lento (13 semanas). El crecimiento in
vitro se observa utilizando la microscopia de campo oscuro. ©6 57.73.74) Es im-
portante sefalar que la inoculacion intraperitoneal de animales de laboratorio
con plasma fresco, sangre u orina, es una técnica sensible para el aislamiento,

aungue se usa poco por su complejidad y demora en los resultados.(7?

A partir del aislamiento en el cultivo de leptospira, se pueden utilizar técnicas
serologicas tradicionales o técnicas moleculares para la deteccion de las distin-
tas especies. Entre las pruebas moleculares utilizadas se encuentran Restric-
cién de fragmento de longitud del polimorfismo (Restriction Fragment Length
Polymorphism-RFLP en inglés), Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (Pul-
sed- Field Gel Elecrophoresis-PFGE en inglés), Secuencia de Tipificacion de
Multiples Locus (Multilocus Sequence Typing -MLST en inglés), Andlisis de Re-
peticion en Tandem de Mudltiples Locus (Multiple-Locus Variable-Analysis-
MLVA en inglés), los cuales se aplican en el andlisis epidemioldgico de la lep-
tospirosis. La tipificacion de los aislamientos resulta Gtil para la vigilancia de los
serovares patdgenos circulantes a nivel local, asi como del reconocimiento de
nuevos patrones de presentacion de la enfermedad y la evaluacioén de la efecti-

vidad de las medidas de intervencién.®6 57
2.7.3.2 Diagnostico serologico

Las técnicas serolégicas desempefian un papel importante para ratificar la in-
feccion porque permiten demostrar en un breve periodo de tiempo, la presencia
de inmunoglobulinas (IgM o IgG) producidas contra Leptospira spp., superando

en rapidez, sencillez y bajo costo al cultivo y a algunas técnicas moleculares.(

La deteccién de IgM y por la Técnica de Microaglutinacién (MAT, por sus siglas
en inglés) se considera el estandar de oro del serodiagnostico por su insupera-
ble especificidad diagndstica (serovar/serogrupo) en comparacion con las otras
pruebas disponibles. Sin embargo, en ocasiones sus resultados no pueden ser
concluyentes debido a la dificultad de obtener segundas muestras serolégicas

del paciente que permitan observar la seroconversion cuando en la primera

19



muestra se presentan resultados negativos o titulos bajos .Por otra parte, con-
tra esta prueba conspira el que algunos laboratorios no dispongan de un gran
namero de cepas de referencia de Leptospira spp. Otras limitaciones de esta
prueba incluyen la necesidad del mantenimiento de cultivos vivos, la verifica-
cioén de la identidad de los serovares utilizados y los posibles resultados falsos

negativos si el serovar no esta incluido en el panel de antigenos (/6. 77)

Existen otras técnicas serologicas como los sistemas seroldgicos rapidos dirigi-
dos a la pesquisa de anticuerpos contra Leptospira spp. (métodos basados en
la inmunocromatografia de flujo lateral). Ademas, se destaca el analisis inmu-
noabsorbente ligado a una enzima (ELISA, siglas en inglés), como métodos
comerciales que detecten tanto IgM como IgG, asi como técnica seroldgica de
la Hemaglutinacion pasiva que permite detectar IgM para identificar las infec-

ciones recientes.(™®

2.7.3.3 Diagnéstico molecular

El diagndstico molecular de la infeccidén por leptospiras cada vez es mas utili-
zado por su gran sensibilidad y especificidad, aunque no todos los laboratorios
pueden implementarlo porque requiere de tecnologia de avanzada y personal
entrenado. Las tecnologias de genes destacan en la actualidad porque permi-
ten la deteccién rapida y de la infeccidén activa cuando se aplica a muestras de
de suero, sangre total, orina o liquido cefalorraquideo , siempre para la eleccién
del espécimen se tenga en cuenta la fase en que se encuentre la enfermedad.
De igual manera, resultan Utiles para el diagndstico post mortem a partir de

muestras de 6rganos frescos o tejidos embebidos en parafina o formalina. (79-83)

Los métodos de diagndstico molecular para la deteccion de leptospiras, inclu-
yen la PCR convencional, la PCR en tiempo real (qPCR), PCR de transcripcion
inversa (RT-PCR) y los métodos de amplificacion isotérmica. Estos se han di-
seflado para la deteccion de genes conservados (housekeeping) comunes a
todas las especies de Leptospira spp. (16S rrs,secY, gyrB) o de genes presen-
tes en especies patdgenas (lipL32, Ifb1). &4

La diana mas utilizada en el diagnéstico por PCR convencional o en tiempo real
es el LipL32, que codifica para una lipoproteina presente en la membrana de
las leptospiras patégenas.® Se conoce que la qPCR presenta ventajas con
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respecto a la PCR convencional que versan en el menor tiempo de ensayo, la
automatizacion, el menor riesgo de contaminacion cruzada, la posibilidad de
cuantificar el producto obtenido, la mayor sensibilidad debido al bajo limite de

deteccion (103 bacterias/ml) y la mayor especificidad. >

No obstante, Una limitante de la PCR convencional y la PCR en tiempo real
(gPCR) es la inhabilidad para identificar el serovar infectante, lo cual no tiene
mucha importancia para el manejo de un paciente individual pero si tiene un
valor epidemioldgico significativo, y para la salud publica porque puede indicar
la fuente de infeccidn y los reservorios, y asi establecer medidas para prevenir
y controlar la enfermedad. Por su parte, la electroforesis de campo pulsado
(PFGE) es una herramienta que permite la identificacion de serovares
de Leptospira.®8 &) A pesar de ello, las técnicas de PCR son las herramientas
diagnésticas a través de las cuales se logra el diagndstico precoz de la enfer-
medad, lo que permite instaurar un tratamiento y evitar la aparicion de las for-

mas graves. 4
2.8 Posicionamiento estratégico de la autora sobre la temética

A juicio de la autora, las referencias bibliograficas que se consultan sobre la
tematica de leptospirosis para confeccionar la tesis, con énfasis en la seccion
de su clinica, epidemiologia y diagndstico de laboratorio, estan la mayoria hil-
vanadas a través de todo el tiempo. Muchos autores, toman en consideracion
las descripciones de otros y sobre estos preceptos asientan sus nuevas inves-
tigaciones. Pero, cuando se busca informacion cientifica y técnica sobre el es-
tudio del tema en La Habana, en contraste, se observé que tanto en Cuba co-
mo a nivel mundial, los trabajos publicados no son sistematicos ni abundantes.
No obstante, se constata que existe un consenso, entre la mayoria de los auto-
res, en cuanto a la descripcion de las variables tomadas en consideracion en
esta investigacion, que con mayor frecuencia provocan la enfermedad de los
pacientes, a los avances en el desarrollo e implementacién del diagndstico de
laboratorio de la enfermedad, y en cuanto a la descripcion de los principales
factores de riesgo asociados a la adquisicion de la infeccion. Por las razones

expuestas, la autora, decide sustentar el disefio y analisis de los resultados de

21



la presente investigacion, en las publicaciones que abordan el estudio de los

casos con leptospirosis.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Disefio de estudio y periodo
Investigacion descriptiva de corte transversal con un componente analitico
(2018 - 2021).

3.2 Marco de la investigacion

La investigacion se efectu6 en el Laboratorio Nacional de Referencia de
Leptospiras (LNRL) del IPK. Este laboratorio es el sitio idoneo para realizar
las actividades asociadas a la vigilancia, referencia y diagnostico microbio-
I6gico especializado, porque posee, entre otros aspectos, el equipamiento
tecnoldgico necesario y el personal entrenado para brindar estos servicios,
aun en situaciones de emergencia relacionadas con esta enfermedad infec-

tocontagiosa.

3.3 Universo de estudio

Todas las muestras clinicas de casos con sintomas, signos y antecedentes
epidemioldgicos, compatibles de leptospirosis, llegadas al LNRLB-IPK
procedentes de hospitales de la provincia de La Habana, en el periodo
comprendido entre 2018- 2021.

3.4 Muestra

Para la realizacion de la presente investigacién se seleccionaron las mues-

tras clinicas que cumplieron con los siguientes criterios de inclusion:
- Que fueran remitidas por hospitales de La Habana.

- Que estuviesen acompafiadas de la informacién clinico-

epidemioldgica pertinente, en particular FIS/FTM.

- Que se confirmaran como positivos a leptospirosis por Leptospira
ELISA-IgM, HAT, MAT y/ o PCR en el LNRL-IPK.
Las muestras seleccionadas se dividieron en los siguientes grupos:
Grupo I: 39 muestras clinicas (siete sangres totales, 30 suero y dos orinas)
pertenecientes a 34 pacientes confirmados con leptospirosis en el LNRL-
IPK.

23



Grupo Il: 30 sueros, pertenecientes a 30 pacientes estudiados por
Leptospira ELISA-IgM, HAT, MAT

Grupo lll: 31 muestras estudiadas por PCR (22 sueros, siete sangres
totales y dos orinas) pertenecientes a 27 pacientes.

Grupo IV: 34 pacientes con leptospirosis confirmados, distribuidos segun
Intervalo entre FIS y FTM (1 — 5 dias: siete casos, hasta siete dias: siete

casos y = ocho dias: 20 casos).

3.5 Procedimientos

Los estudios retrospectivo y prospectivo contaron con la revision exhausti-
va del registro primario de los casos con leptospirosis existentes en las ba-
ses de datos del LNRL-B, con la finalidad de seleccionar los procedentes
de los hospitales de La Habana, que cumplian con los criterios de inclusion
referidos en el acapite 3.4. Para conocer los antecedentes clinicos y epi-
demiolodgicos de los confirmados, ademas, se revisaron las solicitudes de
diagndstico o modelos para la recoleccion de informacién del laboratorio

(ver anexo 1) y/o las historias clinicas, segun se disponia en cada caso.

En particular, los sueros, incluidos en este capitulo, se pesquisaron
utilizando la tecnologia seroldgica rapida Leptospira IgM-1gG de flujo lateral
(anexo 2), segun las recomendaciones descritas por Smits et al (2000a,
2000b y 2001a)®® y el protocolo de trabajo publicado por (BIO-LINE
Standard Diagnostics, INC, 2021, http://www. standardia.com). De igual

forma, estas muestras fueron confirmadas, unas a través de la técnica
serologica de MAT (anexo 3); siguiendo las recomendaciones establecidas
en el PNO de los afios en estudio del LNRL (IPK) y la metodologia descrita
por Hartskeerl et al (2008)®? otras con el uso de la técnica de HAT (anexo
4), de igual forma, incluida en el PNO de los afios en estudio, del LNRL
(IPK). Por ultimo, a un grupo de sueros, las sangres totales y las orinas se
les realiz6 la confirmacion molecular a través de la herramienta de PCR a
punto final (anexo 5), que amplificé un fragmento de 146 pb que codificd
para el gen de la proteina de membrana externa LipL32 presente en todas

las leptospiras patdégenas, segun lo descrito por Noda et al., en 2014.82
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Todas las muestras se conservaron a -20° C, hasta su uso en el LNRL del
IPK.
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3.6 Definicion y operacionalizacion de las variables

Las variables a explorar se describen en la siguiente tabla:

Tabla 1. Variables sociodemograficas, clinicas, epidemioldgicas y su operacionalizacion para los casos graves por
leptospirosis. La Habana (2018-2022).

Variable Clasificacion Categoria de la escala Definicion de las categorias de la escala
Resultado por o : : " Se considerd positivo cuando aparecio una li-
: Cualitativa nominal di- - Positivo - .
SD Leptospira - . nea purpura en el control, y en lalinea M, y/o G.
cotdmica - Negativo . .
IgM/IgG Negativo todo lo contrario
Resultado por o , : "
Leptospira | CU@ltativa nominal di- posiwo. Se consideré positivo IAC = 11. Negativo < 11
ELISA- IgM 9
Resultado por | Cualitativa nominal di- - Positivo Se consideré positivo titulo 280. Negativo < 80
HAT cotomica - Negativo
Resultado por Cualitativa nominal di- - Positivo Se considerd positivo titulo 2160 y negativo <
MAT cotémica - Negativo 160
Resultado por Cualitativa nominal di- - Positivo Se co r13|dero como positivo la visualizacion del
_— : amplicén a la altura de las 146 pb y como nega-
PCR cotomica -Negativo . :
tivo lo contrario
Se considerd un cuadro de Leptospirosis grave
Leptospirosis Cualitativa nominal di- -Si cuando ¢ prgsento_:_choque se_pgc_o, d'f'CU|t".’lq
- respiratoria, miocarditis, rabdomiolisis, vasculitis,
grave cotémica -No . L
hemorragia y fallo de uno o varios 6rganos a la
vez, con énfasis en el higado y el riidn.
Se considerd un cuadro de leptospirosis no gra-
ve cuando se presentd un paciente con pronosti-
Leptospirosis no | Cualitativa nominal di- -Si co favorable (signosy sintomas inespecificos
grave cotébmica -No gue permitieron su manejo clinico sin complica-
ciones) y sin tener lesiones residuales (excepto
en iridociclitis)
Grupos de eda- Cuantitativa -< 19 afos o ~ .
. ~ Se considero la edad en afios cumplidos
des Continua -20- 59 afos
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- 2 60 anos

Sexo

Cualitativa nominal
dicotdbmica

- Masculino
- Femenino

Segun sexo bioldgico

Fecha de ingre-
SOy egreso

Cualitativa nominal poli-
tomica

- Enero- junio 2018
Julio- diciembre 2018
- Enero- junio 2019
Julio- diciembre 2019
- Enero- junio 2020
Julio- diciembre 2020
- Enero- junio 2021
Julio- diciembre 2021

Segun el momento del afio en el que estuvieron
ingresados

Fecha inicio de

los sintomas y

Fecha de toma
de muestra

Cualitativa nominal di-
cotdmica

- dd/mm/afio
- dd/mm/afio

Segun HC

Municipio de
residencia

Cualitativa nominal poli-
tomica

-Arroyo Naranjo
-Boyeros
-Centro Habana
-Cerro
-Cotorro
-Diez de Octubre
-Guanabacoa
-La Habana del Este
-La Lisa
-Marianao
-Playa
-Plaza de la Revolucién
-Regla
-San Miguel del Padron

Segun el municipio en que estaba residiendo en
el momento de enfermar

Nivel de
escolaridad

Cualitativa
nominal politbmica

- Primaria
- Secundaria basica

Se consideré segun el nivel escolar vencido
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- Obrero calificado
- Preuniversitario
- Universitario

Actividad laboral

Cualitativa nominal di-
cotdmica

Con riesgo
- Contacto con animales

- Actividades agropecua-
rias
- Contacto con aguas y

suelos

Sin riesgo

- jubilado

- ama de casa
- funcionario politico
- Cuentapropista
- No refiere

Se detall6 la actividad laboral especifica que rea-
liza el paciente

Antecedentes
epidemiologicos
compatibles con
Leptospirosis 30

dias antes del
inicio de los sin-

tomas

Cualitativa nominal
politomica

Permanentes
-Recoleccion de basura
-Limpieza de alcantarillas
-Limpieza de tluneles
-Contacto directo con
animales salvajes
(roedores)
-Contacto directo con
animales domésticos
perros, cerdos, caballos)
-siembra o recoleccién de
arroz, cafia de azucar,
etc.

-Trabajo de construccion
-Contacto con aguas
estancadas (rios o
presas)

Temporales
Similares a los anteriores

Se considerar6 que los antecedentes epidemio-
l6gicos asociados al riesgo de contraer la infec-
cion eran permanentes cuando se relacionaban
con la profesion o con estilos de vida manteni-
dos por el paciente en el tiempo. Se considera-
ron temporales cuando la actividad de riesgo se
realizé por cortos periodos de tiempo (menores
de tres meses).
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Antecedentes
patolégicos
personales

(APP)

Cualitativa nominal
politomica

-Hipertension arterial
(HTA)
-Diabetes mellitus (DM)
-Asma bronquial
-Insuficiencia cardiaca
-Insuficiencia renal
-Otro ¢ Cual?

Segun lo descrito en la historia clinica.

Fases Clinicas

Cualitativa nominal
dicotdbmica

-Fase Leptospirémica
-Fase Leptospirurica e
Inmune

Segun lo descrito en la historia clinica.

Formas clinicas

Cualitativa nominal
politomica

- Forma subclinica
- Forma anictérica
- Forma ictérica (Sin-
drome de Weil)

Segun lo descrito en la historia clinica

Tratamiento an-
timicrobiano

Cualitativa nominal
politomica

-Penicilinas
-Cefalosporinas
-Tetraciclinas
-Otros ¢,Cual?

Se especifico el tipo de antibidtico empleado.

Complicaciones

Cualitativa nominal
politbmica

- Shock séptico
- FMO
- Bronconeumonia
- SDRA
- Hemorragias
- Insuficiencia respiratoria
aguda
- Insuficiencia renal
aguda
- Otro ¢ Cual?
- No existieron

Segun lo descrito en la historia clinica
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3.7 Analisis estadistico

La informacion de la investigacion se introdujo en Bases de Datos disefiadas al efecto
empleando el programa Excel®. Para el andlisis de la informacion se utilizé el paquete
estadistico EPIDAT 3.1. ®

Las variables en estudio se expresaron segun sus respectivas medidas de resumen.
Para las variables cuantitativas se utilizaron la media y la desviacion estandar, mientras
gue las cualitativas se trabajaron con numeros absolutos y relativos. Para conocer si
existian asociaciones estadisticas entre los principales factores socio-demogréaficos, clinicos,
epidemioldgicos y microbioldgicos en los pacientes graves con leptospirosis de La Habana se
utilizo la Prueba de 2 de Pearson y se consider¢ significativo un valor de p<0,05. Los

resultados se expusieron en tablas y graficas para su mejor comprension.

3.8 Consideraciones éticas

3.8.1 Procedimientos para garantizar aspectos éticos en las investigaciones.

En la presente investigacion no se reveld la identidad ni la informacion de aquellos pa-
cientes a los que se les revisaron sus solicitudes de diagndstico historias clinicas, se-
gun correspondio. Los resultados de las pruebas de laboratorio se utilizaron solo con
fines cientificos por el equipo de investigacién, se usaron codigos numéricos para la
confeccion de la base de datos y solo la responsable del estudio y los investigadores a
cargo de la investigacién tuvieron acceso a la informacion, que se se almacené en for-

mato electronico y se protegié en salvas en el LNRB-IPK.

Se tuvieron en cuenta los principios basicos de la bioética establecidos en la Declara-
cion de Helsinki®® (beneficencia, no maleficencia, respeto a la persona y justicia). Los
resultados del estudio incidieron e incidiran en el beneficio de la comunidad ya que per-
mitiran adoptar medidas que fortalezcan el Programa de Control y Prevencién de la Lep-

tospirosis en la Habana.

La investigacién, esta comprendida como tarea dentro de un Proyecto Asociado a Pro-
grama aprobado cuyo titulo es: “Vigilancia seroldgica-molecular de Leptospirosis y Bru-
celosis en provincias cubanas” con cédigo: PnoAP 21006, previamente aprobada por la
CCEM y el comité de ética con dictamen: 21006.
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3.8.2 Publicacién de los resultados, participacién en congresos y eventos, uso
para propositos pedagoégicos

Los resultados de este estudio se publicaran y se presentaran en eventos cientificos
bajo la autorizacion de la comision cientifica y de ética. Los nombres de los casos, ni

ningun otro identificador se utilizaran en las publicaciones, ni en las presentaciones.

3.8.3 Aspectos de bioseguridad

El personal encargado del procesamiento de las muestras se capacitd e instruyo en re-
lacion con las buenas préacticas y el uso de equipos de proteccidén personal, segun lo
dispuesto en el Manual de Bioseguridad del Laboratorio de Microbiologia. En todo mo-
mento se cumplié con las buenas practicas y con las medidas de bioseguridad para el
trabajo y la manipulacion de los microorganismos, atendiendo a nivel de riesgo estable-
cido por la OMS y por la Comision Nacional de Seguridad Biolégica en la Resolucién
38/2006.

3.9 Calificacion y experiencia del investigador para el estudio propuesto

La investigadora inici6 la Carrera de Medicina en La Facultad de Ciencias Médicas de
Artemisa en el afio 2014. En el afio 2019 comenzo su Internado Vertical en la Especiali-
dad de Microbiologia en el Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri, donde realizé su
examen estatal y se gradu6 de Doctora en Medicina. En esta Institucion se destaco
apoyando al diagnéstico microbiologico de la pandemia Covid 19 y en el trabajo asisten-
cial en el area hospitalaria; ademas de actividades propias de su residencia, donde ad-
quirié habilidades para la realizacion de este proyecto de investigacion.

3.10 Limitaciones del estudio

La investigacion realizada, fue afectada por la contingencia nacional de la covid-19, al
verse deprimido el diagndstico y el envio de muestras clinicas al laboratorio. Por otro
lado se vio limitada por la carencia de la informacion clinica — epidemiolégica que
acompafaba a las muestras positivas de los pacientes con sospecha de Leptospirosis
procedentes de los hospitales seleccionados de La Habana. Esto gener6 que el numero
de la muestra de estudio fuera pequeiia, aspecto que influyo en los resultados finales.
Por otro lado, reconocemos que el hecho de que solo se estudiaran muestras de la

capital puede determinar un sesgo al expresar el comportamiento del pais.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1, se muestra la distribucion segun el sexo de los pacientes con leptospirosis
de La Habana (2018-2021), que formaron parte de la presente investigacion. Nétese que
en los 34 pacientes que formaron parte del estudio predominé el sexo masculino con un
71 % (24/34).

FEMENINO
29 %
(10/34)
MASCULINO
71 %
(24/34)

Fuente: Historias clinicas y/o remisidn para estudio de laboratorio.
Figura 1. Distribucién segun sexo de los 34 pacientes con leptospirosis de La Ha-
bana (2018 - 2021).

Diversas investigaciones realizadas en Cuba resaltan el predominio del sexo masculino
entre los individuos que enferman con leptospirosis. Tal es el caso de la que realizan
Diaz y cols. en el afio 2018 en la provincia de Pinar del Rio, donde comentan que son
hombres el 79,6 % (89/113) de los 113 casos confirmados con leptospirosis entre enero
de 2014 y diciembre de 2015, en el servicio de Medicina Interna del Hospital Clinico Qui-
rargico “Dr. Leon Cuervo Rubio.” @ Otra investigacion realizada en Holguin por Pupo y
cols. (2022) describe que los varones prevalecen con el 82,14 % (24/29) entre los 29
pacientes ingresados con leptospirosis humana diagnosticados en el Hospital Clinico
Quirurgico “Lucia Ifiiguez Landin”.®® De igual manera, Rodriguez y cols. (2022) en Ca-
maguey, subrayan el predominio del sexo masculino [81,0 % (73/90)] entre los 90 pa-
cientes infectados por Leptospira spp., entre los afios 2012 y 2020 en esa provincia.®b

De igual modo, la literatura consultada indica que a nivel internacional predomina el
mismo comportamiento. Cedano y cols. (2019), en Colombia, encuentran que el 73 %
(63/87) son hombres al analizar las caracteristicas demograficas y clinicas de 87 pa-
cientes con diagndstico de leptospirosis grave, hospitalizados en salas generales o
atendidos en la unidad de cuidados intensivos de un hospital de cuarto nivel. ® Por otro
lado, Nuiiez y cols. (2022), en Republica Dominicana reportan igual predominio con
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94,2 % (63/69), entre los 69 pacientes con diagnostico de leptospirosis entre 2010 y

2012 del Hospital Regional “José Maria Cabral y Baez”.(%?

En 2021, Zambrano y cols., realizan un estudio con el objetivo de identificar factores de
riesgo potenciales ante la leptospirosis como zoonosis en porcicultores y trabajadores
del matadero del canton Portoviejo, Manabi, Ecuador, y encuentran que existe un pre-
dominio del sexo femenino con el 57 %, entre los 107 pacientes estudiados y positivos
en el periodo comprendido de enero de 2014 a diciembre de 2017. Estos investigadores
atribuyen este comportamiento inusual a que en estas regiones geogréficas, por ser
extremadamente pobres, las amas de casa realizan también actividades en el matadero,

propias del sexo masculino ©3)

Segun criterio de la autora, el predominio del sexo masculino entre los que adquieren la
infeccion por leptospiras se relaciona con los factores de riesgo descritos para contraer
la enfermedad, en particular con determinadas ocupaciones que por lo general son rea-
lizadas por hombres. Se conoce que dentro de las profesiones mas frecuentes que ellos
practican figuran la agricultura, la ganaderia, la veterinaria, la tala de arboles, la limpieza

del alcantarillado, la siembra de arroz y las actividades militares.

La tabla 2 muestra la distribucion, segun los grupos de edades, en los 34 pacientes con
leptospirosis en La Habana (2018 - 2021). Nétese, que en sentido general existe un
predominio del rango de edades entre los 20 a 59 afios, para un 47 % (16/34), entre los
individuos con leptospirosis. Sin embargo, al realizar el andlisis de esta variable en
funcion de las presentaciones clinicas de la enfermedad, resalta que en el rango de 20 a
59 afios también, predominan los pacientes que no cursaron con formas graves, para un
35 % (12/34), mientras que entre los mayores de 60 afios prevalecen los que presentan

complicaciones con el 21 % (7/34).

Segun Rodriguez y cols,.en 2001, en Cuba, la edad avanzada es una condicion
reconocida, como uno de los factores que de forma directa incide en el incremento de la

morbilidad y mortalidad por leptospirosis.©®4
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Tabla 2. Distribucién de las edades de los 34 pacientes con leptospirosis de La
Habana (2018 - 2021).

Variable Presentaciones clinicas
(afios) % (n/N) Total
Grupos de edades e No graves Al
<19 17 (6/34) 9 (3/34) 26,5 (9/34)
20259 12 (4/34) 35 (12/34) 47 (16/34)
> 60 21 (7/34) 6 (2/34) 26,5 (9/34)

Fuente: Historias clinicas y/o remisidn para estudio de laboratorio.

En otro estudio que se realiza en el afio 2018, en Cuba, Diaz y cols., en el servicio de
Medicina Interna del Hospital Clinico Quiruargico “Dr. Ledn Cuervo Rubio” de Pinar del
Rio, se recoge que las edades comprendidas entre los 40 y 49 afios, sobresalen para
un 39,8 % (44/113).4)

Por su parte, Rodriguez y cols., en el afio 2022, en el Centro Provincial de Higiene, Epi-
demiologia y Microbiologia de la provincia Camaguey, analizan el estado clinico epide-
mioldgico de 90 pacientes con diagnostico confirmado de la enfermedad, durante el de-
cenio 2011-2020. Estos autores encuentran un predominio del grupo de edades entre
los 40 a 49 afios, con 25,6 % (23/90), seguido de el de 60 afios y mas, con 15,5 %
(14/90). ®1

De igual manera, en Holguin, Pupo y cols., en el afio 2022, encuentran que los grupos
de edades con mayor numero de afectados por leptospirosis se corresponden con la
poblacion laboral activa entre los 31 y 40 afios, lo que representa un 39,29 % (11/28), lo
gue a su vez lo asocian con las actividades laborales de mayor riesgo de contraer lep-

tospirosis. (°0)

Gonzalez y cols., en el afio 2021, en Colombia, describen que la mediana de edad es de
33 afos, en una poblacién de 105 casos con leptospirosis (2017 y 2018), a los cuales se

les estudian las caracteristicas clinico-demograficas. (/8
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NuUfiez y su grupo de trabajo, en Republica Dominicana (2022) detectan que la mayoria
de los 69 pacientes notificados con leptospirosis, son menores de 49 afios, lo que repre-
senta el 79,4 % (55/69 ).(9?)

Rubbo y cols., en el 2018, en la Republica de Africa Central, hallan un predominio de
edades en menores de los 19 afos [62,8 %(312/497). Este hallazgo se justifica de for-
ma principal por el deficiente nivel socio-econdmico que tiene esta region geografica, y
gue hace que menores de edad estén realizando actividades con riesgo, que favorezcan

la adquisicion de la infeccion. 8

En la tabla 3 se representa la distribucion, segun el nivel de escolaridad, en los 34 casos
con leptospirosis, de La Habana entre los afios del 2018 al 2021. En lineas generales,
dentro de las variables precisadas prevalecio el nivel de preuniversitario con un 20%,
seguido del nivel de primaria con un 15%. Los niveles de secundaria basica, universita-
rio y técnico - profesional mostraron los menores porcentajes (9 %; 6 % y 3 %, respecti-
vamente). En un 47 % (16/34) de los casos no pudo precisar el analisis de esta variable,

por no disponer de la informacion requerida.

Tabla 3. Distribucidn, segun el nivel de escolaridad, de los 34 pacientes con lep-
tospirosis de La Habana (2018 - 2021).

Variable Pua‘;ﬁ;?:ﬁje

Primaria 15 (5/34)
Secundaria basica 9 (3/34)
Nivel de Técnica y profesional 3 (1/34)
escolaridad  preynjversitario 20 (7/34)
Universitario 6 (2/34)

No precisado 47 (16/34)

Fuente: Historias clinicas y/o remisién para estudio de laboratorio.

Garcia y cols., en el 2013, en Guatemala, analizan la seroprevalencia de leptospirosis
humana en un asentamiento del area urbana de la ciudad capital. Estos autores, en-
cuentran en el 44,0 %, (52/119) la presencia de anticuerpos contra Leptospira, y de
forma coincidente el dato de que los casos tienen una baja escolaridad o una primaria

incompleta.©®
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Alarcén y cols., en el afio 2014, en Guatemala, realizan una investigacion con el objetivo
de estimar la seroprevalencia de leptospirosis en agricultores dedicados al cultivo de
arroz, del valle del Alto Mayo, regiéon San Martin, de ese pais, e identificar anticuerpos
producidos contra los serovares circulantes y analizan los factores asociados a la infec-
cion. Estos autores, encuentran que solo el 38,8 % (100/254) de la data en estudio, lo-

gran el nivel secundaria o superior. (0

En Paraguay, Lopez y cols., en el afio 2015, analizan la seroprevalencia de leptospiro-
sis y factores asociados en trabajadores del servicio de aseo urbano de la Municipalidad
de Asuncion. Los resultados del estudio demuestran que el 27,4 % (93/339) de los tra-
bajadores cuentan con un nivel de escolaridad de primaria completa y el 25,1 %

(85/339) secundaria incompleta. 7

En el estudio que en 2021 realizan Zambrano y cols., en Ecuador, con el objetivo de
identificar factores de riesgo potenciales ante la leptospirosis porcina como zoonosis en
porcicultores y trabajadores del Matadero del Cantdn, hallan que el nivel educativo pre-
dominante es el de secundaria terminada con el 71,96 % (77/107). ©3

A juicio de la autora, los resultados de esta investigacion, difieren de los revisados en la
literatura internacional. Estas diferencias se deben a que en Cuba la educacion es un
derecho de todas las personas y constituye una responsabilidad del Estado y la familia,
los que garantizan en conjunto, los servicios de educacion gratuitos, asequibles y de
calidad para la formacion integral, desde la primera infancia y hasta la ensefianza uni-
versitaria de postgrado. Esta realidad determina que el nivel de escolaridad de nuestros
habitantes sea superior al de la mayoria de los paises de América Latina y al de muchos

del mundo.

La tabla 4 revela la distribucion, segun la actividad laboral (categorias), de los 34
pacientes con leptospirosis de La Habana entre el afio 2018 el 2021. Como se observa,
las variables de actividad laboral asociadas con y sin riesgo representaron un 50 %,
respectivamente. Al analizar las categorias con riesgo epidemiolégico predominaron los
gue tuvieron contactos con animales (26 %), siguiéndole los casos que tuvieron contacto
con aguas y suelos contaminados y los que hicieron actividades agropecuarias (12%,
respectivamente). Mientras, que en los que no tuvieron riesgo epidemiolégico y
precisaron su actividad laboral, prevalecié ser funcionario politico (6 %), siguiéndole las

amas de casa, jubilados y cuentapropistas, con un 3 % cada uno. En un 35 % de los
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casos estudiados, no se pudo realizar el analisis de esta variable, por no contar con la

informacion requerida.

Tabla 4. Distribucién segun la actividad laboral de los 34 pacientes con leptospi-
rosis de La Habana (2018 - 2021)

Variable P?)/Zc(i?,t\f)‘je Categorias P%/:)C(i?&?je
Contacto con animals 26 (9/34)
Con riesgo (175/%4) Actividades agropecuarias 12 (4/34)
Contacto con aguas y suelos 12 (4/34)
Actividad Jubilado 3 (1/34)
laboral Ama de casa 3 (1/34)
Sin riesgo (175/%4) Funcionario politico 6 (2/34)
Cuentapropista 3 (1/34)

No refiere 35 (12/34)

Fuente: Historias clinicas y/o remisién para estudio de laboratorio.

Diaz y cols., en Pinar del Rio, en el afio 2018 plantean que dentro de los posibles ries-
gos epidemioldgicos, prevalecen los que cultivan arroz con el 76,1 % (86/113), seguido
de los que crian cerdos y perros con muy poca diferencia entre ellos 62,8 % (71/113) y
57,5 % (65/113), respectivamente.®

Otra investigacion que se realiza en Cuba, en el afio 2022, por Pupo y cols., en Holguin,
comenta que de 28 pacientes ingresados con el diagnéstico de leptospirosis en el
Hospital Clinico Quirurgico “Lucia Iiiguez Landin” en el afio 2018, once son trabajadores

agricolas, representando el 39,29% (11/28) de la data de estudio.(®?

De igual manera Rodriguez y cols., en Camagiey (2022), encuentran que de 90
pacientes con diagndstico confirmado de leptospirosis entre 2011 y 2020, la mayoria
realiza labores que los expone a la enfermedad de forma permanente. De hecho, ellos
hallan que el 80 % (72/90) cria animales domeésticos, se bafia o pesca en aguas
potencialmente contaminadas y/o se exponen a roedores. Es interesante sefialar que,
segun los investigadores, a pesar del alto grado de exposicién en la poblacién objeto del
estudio, el 856 % no se encuentra inmunizado con la vacuna especifica
antileptospirosica, lo que sugiere que existe una deficiente labor de prevencion, sobre

todo en el municipio Camagliey, que presenta mayor nimero de pacientes.®D
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Cedano y cols., en el afio 2019 analizan pacientes graves, en Cali, Colombia. Ellos
encuentran que ciertos grupos de poblaciones tienen mayor riesgo de exposicion debido
a su trabajo en actividades agricolas o en la manipulacion de animales o de sus
derivados (trabajadores de mataderos, militares, médicos veterinarios y auxiliares de
clinicas veterinarias, ordefiadores en granjas de ganado y agricultores). Estos autores
hallan que el 81 % (70/87) de los pacientes estudiados reportan contacto con animales,
el 26 % (23/87) con perros, el 20 % (17/87) con gatos, el 16 % (14/87) con roedores, y
un porcentaje menor con ganado bovino 3,5 % (3/87),y equino o porcino (2/87) con un
2,3 %, cada uno. La fuente principal de agua en la mayoria de los casos es de
acueducto 40,2 % (35/87) y solo el 2 % (2/87) reporta inundacion reciente.

En Colombia, Gonzalez y cols., en el afio 2021, plantean que la ocupacién mas
reportada es oficios varios, correspondiente a 38 casos [36,19% (38/105)], seguido del
trabajo en el sector agropecuario [33/105 (31,43%)]. Ademas, ellos contemplan en su
investigacion que el 79,81 % (83/105) refirieren haber tenido algin contacto con
animales, y que, en particular, el 43,81 % (46/105) lo tiene con roedores. La
disponibilidad del agua a través del acueducto es del 81,73 % (85/105) en los individuos

que enfermaron. (/8

Otro ejemplo, es el estudio en Ecuador de Zambrano y su equipo de trabajo (2021)
guienes encuentran que las amas de casa representan el 28,03 % (30/107) de los
afectados en su investigacion, seguidos de los agricultores [19,62 % (21/107)] y los
ganaderos y porcicultores [10,28 %(11/107)]. ©3

De manera general, los resultados de los trabajos revisados se asemejan a los que se
obtienen en esta investigacion debido a que se describe que las personas que tienen
mayor riesgo de enfermar de leptospirosis son aquellas que trabajan con animales o en
exteriores, seguidos de los que dentro de sus actividades recreativas incluyen la
inmersidén en aguas estancadas o de curso lento como lagunas, presas, rios de agua

dulce y otras.(©®

En la tabla 5 se refleja la estadia hospitalaria de los 34 pacientes con leptospirosis de La
Habana (2018 a 2021). Los principales resultados arrojaron que el 56 % (19/34) de

estos casos presentaron una estadia hospitalaria superior a los 7 dias.
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Tabla 5. Estadia hospitalaria de los 34 pacientes con leptospirosis de La Habana
(2018 - 2021)

Variable P': j:c{':":;l"’;lg
Estadia = 7 dias 44 (15/34)
hospitalaria >7 dias 56 (19/34)

Fuente: Historias clinicas y/o remisién para estudio de laboratorio.

Cao y cols., en el afilo 2004, en Cuba, describen el comportamiento de la leptospirosis
grave en 35 pacientes ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos de Adultos del
Instituto de Medicina Militar "Dr. Luis Diaz Soto." Ellos encuentran que el promedio de
estadia hospitalaria es de 15,8 dias en pacientes con complicaciones, contra 6,8 dias en

pacientes con formas no graves de la enfermedad.

En Colombia, Mosquera y cols., en una investigacién que se publica en el 2013, donde
se analizan las historias clinicas de catorce casos de leptospirosis notificados entre
enero de 2010 y julio de 2012, encuentran que la hospitalizacién promedio de los pa-
cientes en sala general es de 7 dias, y en la unidad de cuidado intensivo de 6 dias, para
luego pasar a salas de cuidados menos exigentes. (%) En este mismo pais, Cedano y
cols.,en el 2019, reportan que en Cali de 87 pacientes que se atienden en hospitales, la
mediana de estancia hospitalaria es de seis dias en las salas de hospitalizacién general
(rango intercuartilico, RI=4-9,5), y, de cinco dias en la unidad de cuidados intensivos
(R1=3-13). @

Por altimo, otro estudio que se publica en el 2020 por Vazquez y cols., en Santo Domin-
go, Republica Dominicana, donde analizan las caracteristicas clinico socio demograficas
utilizadas como predictores de mal pronéstico en pacientes hospitalizados con leptospi-
rosis, en el Hospital Marcelino Vélez Santana, durante los afios 2016-2019, enfatiza que
del total de 29 pacientes estudiados el 51,7 % tienen una estadia hospitalaria de uno a
siete dias, con un promedio general de 4 dias.®® Resultado que no coincide con nues-

tros hallazgos.

El tiempo de estadia hospitalaria es un parametro que utilizan algunos investigadores
para predecir la evolucion del paciente. Esta variable depende de la presentacion clinica

(no grave o grave) que se presente, ya que si bien los individuos que cursan por formas
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menos complicadas recibirdn antimicrobianos parenterales hasta por siete dias, en el
caso de la aparicion de complicaciones, asociadas en su mayoria a fallos organicos, se
requieren cuidados en unidades intensivas, donde el paciente puede adquirir, ademas,

una infeccién nosocomial.

La figura 2 representa la distribucion de las fases clinicas de la leptospirosis en los 34
casos de La Habana (2018 a 2021). Como se puede observar la fase Leptospirdrica e
Inmune prevalecié para un 59 % (20/34) y la fase de Leptospiremia solo alcanz6 un 41
% (14/34).

FASE
LEPTOSPIREMIA
FASE 41%
LEPTOSPIRURICA (14/34)
O INMUNE
59 %
(20/34)

Fuente: Historias clinicas y/o remisién para estudio de laboratorio.

Figura 2. Distribucion de las fases clinicas en los 34 pacientes con leptospirosis
de La Habana (2018 - 2021).

Con respecto a este tema, en el afio 2007, Vanasco y cols., en Argentina, analizan
1 077 muestras de suero procedentes de 812 pacientes con sospecha de leptospirosis,
recibidas en el laboratorio del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER)
de la ciudad de Santa Fe, Argentina, entre 1999 y 2005. De ellos, fueron confirmados
267 pacientes [116 en la primera etapa (44 %), 118 en la segunda (45 %) y 33 en la ter-
cera (11 %)]. Para cada paciente, se completd una planilla clinico-epidemioldgica con los
datos personales, la fecha de inicio de los sintomas, la fecha de toma de muestras, los
sintomas clinicos, los datos generales de laboratorio clinico y los datos epidemiolégicos
en el momento de la derivacion de la muestra. De las diferencias entre la fecha de la
toma de muestra y la fecha de inicio de los sintomas se obtuvieron los tiempos de evolu-
cion de la enfermedad relacionados con cada muestra; a partir de estos datos, las mues-
tras se agruparon segun tres etapas: primera (menos de 10 dias de evolucion), segunda
(de 10 a 25 dias de evolucion) y tercera (mas de 25 dias de evolucion). A diferencia de

lo que sucede en nuestra investigacion, Vanasco encuentra que la mayoria de los indi-
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viduos de su data de estudio se encontraban cursando por la fase leptospirtrica e inmu-
ne.(100)

Como se conoce, poder delimitar la fase por la que cursa el paciente es fundamental
para interpretar los sintomas y signos que se van presentando en correspondencia con
la fisiopatogenia de la enfermedad y de ese modo tomar las decisiones terapéuticas co-
rrectas. Ademas, resulta indispensable para determinar las muestras clinicas utiles y las
técnicas microbiolégicas que se les aplicaran para lograr la confirmacion de la infeccion

por Leptospira spp.

Los resultados de nuestra investigacion preocupan debido a que muestran que en el
periodo analizado, en la capital del pais, la mayoria de los pacientes fueron diagnostica-
dos luego de una semana de evolucion clinica. Esto puede deberse a que los individuos
enfermos no acudieran a los servicios sanitarios por pocos conocimientos y percepcion
de riesgo, o porque los médicos de asistencia no sospecharan oportunamente la enfer-
medad. Lo que indica que estarian fallando las acciones de prevencion y promocion de

salud, asi como el pensamiento clinico acertado.

La figura 3 representa la distribucion de las formas clinicas principales de la leptospirosis
en los 34 casos de La Habana (2018-2021). Nétese que no hubo diferenciaciéon entre las

formas principales establecidas, ambas mostraron un 50 % de prevalencia (17/34).

Forma
FormaA IC_-TERICA
ANICTERICA (SINDROME
50 % DE WEIL)
(17/34) 50 %
(17/34)

Fuente: Historias clinicas y/o remisidn para estudio de laboratorio.

Figura 3. Distribucién de las formas clinicas en los 34 pacientes con leptospirosis
de La Habana (2018 - 2022).

En el afio 2004 Valle y cols., realizan una investigacion en Pinar del Rio con el objetivo
de definir una propuesta prospectiva de intervencién educativa, segun riesgos de lep-

tospirosis definidos en el municipio Guane. Ellos encuentran que de 448 pacientes con
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diagndstico de leptospirosis humana (por clinica, evidencia epidemiol6gica de exposi-
cion y resultados del laboratorio) del 80-90 % evolucionan en una forma anictérica be-

nigna, y del 10-20 % como leptospirosis grave con ictericia e insuficiencia renal. 101

De igual modo, en Santiago de Cuba, en el 2009, Suérez estudia 145 pacientes con lep-
tospirosis ingresados en el Hospital General Docente “Dr. Juan Bruno Zayas Alfonso”
durante el 2005, y encuentra que del total de pacientes estudiados el 70,3 % (102/145)

cursan por la forma anictérica de la enfermedad y el resto [43/145 (29,7%)] por la ictéri-
Ca_(lOZ)

En Venezuela, Cardona y cols., en el afio 2008 exponen que el total de los pacientes
incluidos en su estudio presentan la forma ictérica de la enfermedad.%) Por su parte,
Seijo y cols., en el afio 2011 en Argentina, realizan un articulo con el objetivo de comu-
nicar los hallazgos epidemioldgicos, clinicos y de diagnostico de la neumonia y hemo-
rragia pulmonar por leptospirosis, en el periodo de enero del 2007 a octubre del 2009, y
destacan que la forma anictérica la presenta el 65 % (20/31) de los pacientes, mientras
que la ictérica el 35 % (11/31) de ellos.(%4)

En un estudio realizado por Mosquera y cols. en Colombia (2013), donde se analizan las
historias clinicas de catorce casos de leptospirosis, durante enero de 2010 y julio de
2012, ellos encuentran que las formas severas de la leptospirosis se observan entre el
5% y 10% de todos los pacientes. Entre estas formas se destacan el sindrome de Weil y
otras afectaciones sistémicas como las pulmonares y las hematoldgicas. ®® En ese
mismo pais, pero en el afio 2019, Cedano y cols., informan que el 17% (15/87) de los
casos estudiados presentan enfermedad de Weil (ictericia, lesién renal con oliguria, sin-
drome de reaccion inflamatoria sistémica y manifestaciones hemorragicas), requiriendo

asistencia respiratoria mecanica en la unidad de cuidados intensivos. 4

Sin embargo, resulta interesante, el hallazgo de Willis en el 2021 en Perl quien reporta
una presentacion clinica inusual, en la cual el paciente inicia la enfermedad de manera
insidiosa, la cual concuerda con la variante no grave o asintomatica. Sin embargo, luego
presenta multiples disfunciones organicas (respiratoria, neurologica, renal y hepatico),
llegando hasta la hemorragia alveolar pasando por periodos de hipercapnea severa y
hemodidlisis, lo cual coincide con la forma ictérica —hemorragica (Sindrome de Weil), la
gue se presenta de forma subita y no insidiosa como lo es en este paciente. Ademas, en

la evolucion no presenta ictericia marcada ni elevacién de bilirrubinas. 6°)
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La figura 4 incluye los signos y sintomas que presentaron los 34 pacientes diagnostica-
dos con leptospirosis en La Habana (2018-2021). Véase que la fiebre predominé en los
casos estudiados, para un 82 % (28/34), seguido de la astenia con un 62 % (21/34) y las
mialgias y la cefalea con un 50 % (17/34), respectivamente. Otros sintomas y signos
destacados fueron, los vémitos con un 41 % (14/34), la anorexia con 32 % (11/34), asi
como el malestar general y la hepatomegalia con 26 %, cada uno (9/34). Los restantes
sintomas y signos que aparecieron en esta data de estudio se ubican por debajo del
25 %.

[®
s
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Tos seca

Sudoracion

Somnolencia

Oliguria

Malseas

Mialgia

Malestar general | ] 26 % (9734}
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letero "7 48 % (6/34)

1 41 % (14034}

18 % (8/34)
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18 W[ B34
50% (17/34)

Hepatomegalia 1 26 % (9/34)
Fiebre
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Epigastralgia
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Dolor abdominal 12 % (4/34)
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Afectacidn de el Sistema Nervioso Central [=——————=m 18 % (6/34)
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Fuente: Historias clinicas y/o remisién para estudio de laboratorio.

Figura 4. Sintomas y signos presentes en los 34 pacientes con leptospirosis de La
Habana (2018 - 2021).

En el afio 2018, Diaz y cols. en Pinar del Rio, Cuba, exponen que los principales
sintomas presentados en los pacientes incluidos en su estudio son la fiebre elevada, las
mialgias y las artralgias, que se manifiestan en el 100% de los enfermos, seguido de la

cefalea en el 88,5 % y la astenia y anorexia en el 80,5% de los mismos .

Rodriguez y cols., en Camaguey el afio 2022, encuentran que de 90 pacientes con

diagndstico confirmado en el periodo 2011-2020, la fiebre, la cefalea, las artralgias y las
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mialgias son los sintomas de mayor prevalencia en los casos de leptospirosis. Entre los
signos clinicos, el ictero con 13,5 % y la hepatomegalia con 11,1 % son los més frecuen-
tes entre sus estudiados. ©®Y En ese mismo afio, pero en la provincia de Holguin, Pupo y
cols., destacan que en 28 pacientes confirmados por estudios serologicos especificos
para leptospirosis, encuentran como sintomas predominantes la fiebre y las mialgias,
presentes en el 100 % de los casos, seguido por la cefalea en 26 enfermos (92,86 %).
De igual manera el signo clinico mas frecuente detectado en el examen fisico es la in-

yeccion conjuntival con el 78,57 % (22/28).(0)

Por su parte, Ortiz y cols., en el estudio que realizan en el 2011 en Nicaragua
encuentran que en ambas formas clinicas de la enfermedad y en ambas fases se
presentan sintomas que son compatibles con los encontrados en nuestro estudio, como
son la fiebre, que constituye un patrén comun. Sin embargo, ellos reportan otros

sintomas y signos que difieren de los obtenidos en nuestra investigacion. (109

Sandoval y cols., en México, en el 2018 de 34 muestras de suero de pacientes sintoma-
ticos, colectadas en centros de salud del estado de Sonora, en el periodo de junio-
diciembre del 2009, hallan que los sintomas clinicos més frecuentes referidos por los
pacientes confirmados o probables casos de leptospirosis son la fiebre, la cefalea, y el
dolor muscular presentes en el 100% de los casos, la artralgia en el 90% vy la diarrea o
dolor abdominal en el 50%. (7®)

Asimismo, Cedano y cols., en el 2019, en una investigacion sobre pacientes graves en
Cali, Colombia, notan que en 87 pacientes estudiados, los sintomas mas frecuentes son:
fiebre (85 %), nauseas (67 %), astenia (49 %), mialgias (57 %), artralgias (64 %), dolor
abdominal (52 %) y diarrea (35 %). Ellos refieren que las manifestaciones pulmonares
son mas comunes en adultos (20 %), la fiebre (92 %), las naduseas y dolor abdominal,

(con 71 % cada uno) en menores de 18 afios, asi como la diarrea (64 %), en los nifios.®

Por altimo, Gonzalez y cols., en el 2021 en Cali, Colombia analizan una data de 105 pa-
cientes con leptospirosis y plantean que los sintomas prevalentes son la fiebre en el
92,38 % de los casos y las mialgias en el 73,33 %, seguidos de la cefalea y la ictericia
con el 31%, asi como de la hepatomegalia con el 12%.("®

Los principales antecedentes patoldgicos personales (APP) de los 34 casos con leptos-
pirosis, de La Habana (2018-2021) se muestran en la figura 5. Se puede observar que el
32 % (11/34) de los casos padecian de hipertension arterial y el 9 % (3/34) eran indivi-
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duos obesos, 0 con trastornos gastrointestinales o con insuficiencia arterial, respectiva-
mente. La data de estudio reflejé que el 6 % de los pacientes (2/34) presentaron trastor-
nos osteoarticulares, o diabetes mellitus, o dengue, o Covid-19, que son cardiépatas o
gue sufren asma bronquial. Dentro de este marco, la deteccion de pacientes con pan-
creatitis, neoplasias, epilepsia, demencia y alcoholismo asociadas a la infeccion por lep-
tospiras, constituyo solo el 3 % (1/34) en la investigacion.

Ofros w3 %, (1/34)
Trastornos osteoarticulares s 6 Y, (2/34)
Trastornos gastrointestinales 9% (3/34)
Pancreatitis wem 3 % (1/34)
Obesidad m——— 9 % (3/34)
Neoplasias msssm 3 % (1/34)
Insuficiencia arterial ———— 9 % (3/34)
Hipertensiﬁn arterial e S 2 {11{34}
Epilepsia 3% (1/34)
Diabetes mellitus B % (2/34)
Dengue mo—— 6 % (2/34)
Demencia w3 % (1/34)
Covid 19 s § %, (2/34)
Cardiopatia n— ¢ 9 (2/34)
Asma bronguial 6 % (2/34)
Alcoholismo w3 %, (1/34)
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Fuente: Historias clinicas y/o remisién para estudio de laboratorio.

Figura 5. Antecedentes patolégicos personales de los 34 pacientes con
leptospirosis de La Habana (2018 - 2021).

Con relacién a este tema, que es poco explorado en la literatura consultada, en el estu-
dio que realizan en Colombia (2019) Cedano y cols., encuentran que el 35 % (30/87) de
los pacientes que transitan por las formas graves de leptospirosis padecen de alguna
enfermedad crénica, siendo las mas comunes la hipertension arterial sistémica (16 %) y
la diabetes (9 %) , en tanto que, en menor proporcion, se reporta el hipotiroidismo (6 %) ,
la falla renal crénica (4 %) , el cancer (2 %) y la cardiopatia (2 %) .4

La importancia de conocer las enfermedades cronicas no transmisibles o agudas trans-
misibles que haya sufrido el paciente, radica en que permite estimar su posible evolucion
térpida a formas graves y complicadas, debido a que muchas de esas entidades traen

consigo alteraciones inmunolégicas que asi lo propician.
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La figura 6 refleja las complicaciones mas frecuentes asociadas en los 34 casos con
leptospirosis de La Habana (2018-2021). Afortunadamente en el 56% (19/34) no se
refieren complicaciones manifiestas durante el curso de la infeccion por leptospiras. Sin
embargo, un 21% de los casos transitaron con insuficiencia renal, siguiéndole un 18%
(6/34) con
complicaciones encontradas no representan cifras significativas desde el punto de vista

trastornos hemodindmicos e insuficiencia hepatica. Las restantes

experimental.

Mo refiere
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3 % (1/34)

Fuente: Historias clinicas y/o remision para estudio de laboratorio.

Figura 6. Complicaciones mas frecuentes aparecidas en los 34 casos con leptos-
pirosis de La Habana (2018 - 2021).

Suérez, en el afio 2009, en Santiago de Cuba, realiza un estudio en 145 pacientes con
leptospirosis ingresados en el Hospital General Docente “Dr. Juan Bruno Zayas Alfonso”,
y encuentra que las complicaciones presentadas son, insuficiencia renal aguda [12,4 %
(18/145)], seguida por el sindrome de dificultad respiratoria del adulto [7,5 %(11/145) ]
la falla hemodinamica [7,5 % (11/145)], hemorragias [6,9 % (10/145)] y coma [6,9 %
(10/145)].1202)

En un estudio realizado por Diaz en Pinar del Rio, en el 2018, reportan que son poco
frecuentes las complicaciones de la leptospirosis humana presentadas, siendo la insufi-
ciencia hepatica aguda la que predomina con solo 2 casos, lo que representa el 1,8 %,
seguidas por un caso de insuficiencia renal aguda y de hemorragia gastrointestinal para

un 0,9 % (1/113), respectivamente. @

46



Cedano y cols., en el 2019 en Colombia encuentran que en 87 pacientes estudiados las
complicaciones hemorragicas, como sangrado gastrointestinal (hematemesis o melenas)
y epistaxis la presentan el 13% (11/87) de los adultos. Se reporta, ademas, hematuria en

cinco pacientes y sangrado gastrointestinal en cuatro de ellos. 4

Las complicaciones en el curso de la enfermedad por Leptospira spp. deben ser recono-
cidas y tratadas con prontitud, porque en su mayoria se asocian a fallos organicos. La
literatura recoge que el diagndstico tardio y la no imposicién del tratamiento adecuado
son determinantes para que los pacientes transiten a formas graves. Ademas, el fallo

multiorganico determina que la mortalidad se eleve hasta aproximadamente un 20 %.

La relacion de los antimicrobianos que fueron aplicados en los 34 casos diagnosticados
con leptospirosis en La Habana (2018-2021), se muestran en la figura 7. N6tese que la
ceftriaxona fue la terapia antibiética mas administrada a estos pacientes para un 62 %
(21/34). No obstante, destacan el uso del meropenem con un 18 % (6/34), asi como de
la vancomicina y metronidazol , con el 9% (3/34). Las penicilinas rapilenta y cristalina, la
ciprofloxacina y la amoxicilina alcanzarén el 6% (2/34), respectivamente, mientras que
la fosfomicina, la colistina, la cefuroxima, la cefotaxima, el cefepime y la amikacina, re-

presentaron el 3% (1/34) de las terapéuticas antimicrobianas utilizadas.

Vancomicina . 9 % (3/34)

Penicilina rapilenta B % (2/34)
Penicilina Cristalina 6 % (2/34)
Metronidazol 9 % (3/34)
Meropenem 18 % (6/34)
Fosfomicina w3 % (1/34)
Doxiciclina 9% (3/34)
Colistina 2% (1/34)
Ciprofloxacino wsss & % (2/34)
Cefuroxima 3% (1/34)
Ceftriaxona S %, (21/34)
Cefotaxima 3 % (1/34)

Cefepime wmm 3 9% (1/34)
Amoxicilina . 6 % (2/34)
Amikacina 3% (1/34)
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Fuente: Historias clinicas y/o remisidn para estudio de laboratorio.

Figura 7. Antimicrobianos utilizados en los 34 pacientes con leptospirosis de La
Habana (2018 - 2021).
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En un estudio realizado en Tailandia, conducido por Panaphut , en el afio 2003 se cons-
tatan los esquemas mas utilizados para el tratamiento de la leptospirosis grave, conclu-
yéndose que la administracion de ceftriaxona (1 g/dia) comparada con penicilina G (1,5-
4 millones cada 6 h) tienen la misma efectividad, en cuanto a la desaparicion temprana
de los sintomas, la disminucién de los tiempos de estancia hospitalaria, la aparicion de
complicaciones asociadas con la enfermedad y la mortalidad. Estos investigadores plan-
tean que aunque los gastos con ambos medicamentos son similares, la forma de admi-
nistracion de la ceftriaxona (una sola vez al dia, sin necesidad de bomba de infusion),
determina que se convierta quiza en la opcidn mas cémoda para utilizar en estos pa-
cientes. La recomendacion en cuanto a duracion del tratamiento es de siete dias, y se

espera una respuesta clinica favorable a partir del tercer dia.1%)

Diaz y cols. (2018) en Pinar del Rio, Cuba, encuentran que en su data de estudio la ma-
yoria de los pacientes son tratados con Penicilina G, para un 67,2 %, reportando una
respuesta favorable a la terapéutica protocolizada, y refiriendo como otros antimicrobia-
nos a la Ceftriaxona (22 %) y a Doxiciclina (10,06 %).®

Por su parte, Cedano y cols. (2019) en Colombia enfatizan que en el grupo de estudio
de pacientes graves que formaron parte de su investigacion, los antimicrobianos mas

usados para el tratamiento de la leptospirosis son Ceftriaxona y Doxiciclina. ¥

Sin embargo, no siempre resulta facil que el paciente responda adecuadamente a las
terapéuticas establecidas. Un caso interesante al respecto es que reportan Merino y
cols., en Espaia (2021). Ellos exponen el caso de un paciente masculino de 34 afios
con diagnostico de leptospirosis que acude a urgencias por mialgias presentando una
térpida evolucién en las siguientes horas, por o que se decide administrar sueroterapia
y tratamiento antibiético empirico con ceftriaxona 1 gramo intravenoso. Luego de realizar
hemocultivos y urocultivos, se amplia la cobertura antibiética con Meropenem ajustada a
funcién renal, pero su térpida evolucion determina que se amplie al uso de la levofloxa-

cino y teicoplanina.0?)

La figura 8, representa la distribucién temporo-espacial de los 34 casos con leptospirosis
de La Habana (2018-2021). Nétese que 9 de los 15 municipios capitalinos aportaron ca-
sos en este periodo. Segun las estadisticas, los casos de La Lisa representaron el ma-
yor porcentaje con un 12% (4/34), seguido por los municipios de Boyeros y Playa, los

gue aportaron un 9 % (3/34), cada uno, y continuandole los de Diez de Octubre, Arroyo
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Naranjo y San Miguel del Padréon con un 6 % (2/34), respectivamente. Sin embargo, del
44% (15/34) del total de pacientes no se pudo conocer su procedencia, o habian enfer-
mado estando de visita en la capital. Este hecho determina que el analisis de distribu-
cion temporo-espacial de estos pacientes no pueda ser concluyente. No obstante, la
mayoria de los casos positivos residen en los municipios periféricos de la capital, lo que
indica, que en estas zonas agropecuarias puedan estar circulando las leptospiras con un

alto potencial de transmision.
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Fuente: Historias clinicas y/o remision para estudio de laboratorio.

Figura 8. Distribucion temporo-espacial de los 34 pacientes con leptospirosis de
La Habana (2018-2021).

En un estudio realizado por Cao y cols., en La Habana, en el afio 2004, se describe la
presentacion de leptospirosis grave en 35 pacientes ingresados en la Unidad de Cuida-
dos Intensivos de Adultos del Instituto de Medicina Militar "Dr. Luis Diaz Soto." Ellos en-
cuentran que segun el lugar de residencia, 21 pacientes (60 %) viven en zonas urbanas
y 14 (40%) en éareas rurales, con diferencias significativas p < 0,05. En la zona urbana
14 pacientes sobreviven (64 %) y siete fallecen (33,6 %), mientras que en la zona rural

todos los pacientes logran sobrevivir.

Por otra parte, en una investigacion realizada en el afilo 2017 en Villa Clara, Bastida y
cols., analizan el 100 % de los pacientes notificados como confirmados de leptospirosis

en dicho municipio durante el periodo comprendido desde el afio 2001 al 2014. Ellos
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encuentran que la mayor parte de los casos pertenecen al area de salud Policlinico Ro-

berto Fleites, la cual abarca un universo tanto rural como urbano .(198)

Seijo y cols., en el 2011, en Argentina, en los datos epidemioldgicos recogidos refieren
el estudio de dos matrimonios, uno residente en la ciudad de Buenos Aires y otro en la
provincia de Buenos Aires, los cuales desarrollaron un cuadro grave de leptospirosis, de
manera simultdnea en ambos conyuges. Los investigadores comentan que el primer ma-
trimonio pertenece a una zona de muy buena urbanizacién y de buen nivel socioeconé-
mico (Villa Urquiza), mientras que el segundo procede de una zona de bajos recursos
econdémicos y mala urbanizacion (La Matanza), por lo que ellos no consideran que existe

mas riesgo de enfermar por vivir en areas rurales u urbanizadas. %4

Gonzalez y cols., en Colombia, en el 2021, con el objetivo de describir las caracteristicas
socio- demograficas y el cumplimiento del proceso de notificacion de los casos sospe-
chosos de leptospirosis remitidos al laboratorio departamental de salud publica del Valle
del Cauca, realizan una investigacion entre 2017 y 2018 reportando que el 70,19%
(73/105) de los pacientes residen en zona urbana. (78

En la tabla 6 se observan los resultados de las técnicas seroldgicas para la confirmacion
del diagndstico, utilizando 30 sueros de pacientes con leptospirosis de La Habana (2018
—2021), segun intervalo de FIS con respecto a la FTM. Obsérvese, en primer lugar que,
no se trabajaron los 30 sueros por todas las técnicas seroldgicas, porque estas se
utilizaron en diferentes momentos de acuerdo a su disponibilidad en el laboratorio. Se
puede notar también que el mayor porcentaje de serologias realizadas se obtuvo por el
sistema SD Leptospira IgM-lgG, método recomendado por los expertos en leptospirosis,
solo para la pesquisa de la infeccién. Sin embargo, por el mismo, solo cinco sueros
fueron positivos (17 %), y de ellos dos muestras fueron confirmadas serolégicamente,
una por HAT y la otra por MAT, mientras que de las restantes tres, una fue confirmada
por HAT y dos fueron positivas por la PCR. También hay que destacar que, fueron
superiores los resultados obtenidos por SD Leptospira, ELISA-IgM y por MAT, ambas
técnicas con un 100% de positividad, a pesar de la baja cantidad de muestras
estudiadas. Por ultimo, la técnica de HAT mostrO un comportamiento esperado al

confirmar cuatro muestras de las seis estudiadas, lo que represento el 67%.

Tomando en consideracion los intervalos entre FIS y FTM, segun la positividad por

técnicas serologicas utilizadas, se destaca que siete muestras positivas por las
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diferentes técnicas, fueron obtenidas durante el sexto o séptimo dia, del curso clinico de
la infeccion. Otros siete sueros positivos, fueron obtenidos con un intervalo igual o
superior a los ocho dias. Este hallazgo sugiere que el momento ideal de extraccion del
suero para ser aplicado por las diferentes técnicas serolégicas en el diagndéstico de
leptospirosis, es a partir del sexto o séptimo dia de evolucién clinica del paciente (Ver
Tabla 6).

Tabla 6. Resultados de las técnicas serolégicas en 30 sueros, de pacientes con
leptospirosis de La Habana (2018 — 2021), segun intervalo de FIS con respecto a la
FTM.

Total de sueros usados
N=30
Intervalos = Muestras trab:é)adas, segun técnica
FIS-FTM
di Leptospira Leptospira ELISA HA_‘T M'ﬁ‘T
(dias) N=6 N=1
IgM-1gG IgM
Porcentaje - %
(muestras positivas/total muestras clinicas trabajadas)
1-5 - - - -
Hasta 7 7 50 33 100
(2/30) (2/4) (2/6) (1/1)
>8 10 50 33 i
- (3/30) (2/4) (2/6)

Fuente: Historias clinicas y/o remisién para estudio de laboratorio.

Duany y cols., en Cienfuegos, Cuba, en el afio 2014 encuentran que la HAT tiene una
positividad de 57% (47/83) en sueros pares, valor similar al que se obtiene en nuestra
investigacion.® De igual manera, en el afio 2021 Obrego6n y cols., en ese mismo pais,
realizan un estudio donde encuentran que la técnica serologica ELISA IgM, tiene mayor
utilidad y positividad [46% (43/93)] en muestras tomadas entre el quinto y octavo dia de

evolucion de la enfermedad. (109

Por otra parte, Vanasco y cols. (2007), al analizar en la ciudad de Santa Fé, Argentina,
1 077 muestras de 812 pacientes con sospecha de leptospirosis derivadas al laboratorio
del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), entre 1999 y 2005, utilizan
como criterio de definicion de casos los resultados de la MAT, los antecedentes de labo-
ratorio clinico general, los sintomas y los datos epidemiolégicos. Ellos consideran “casos
confirmados” los pacientes con antecedentes clinicos y epidemioldgicos indicativos de

leptospirosis, en los que se demuestra la seroconversion en la MAT (aumento del titulo
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de por lo menos cuatro veces para una serovariedad) en dos o mas muestras con al
menos una semana de intervalo, o la existencia de una Unica muestra positiva para mas
de una serovariedad (coaglutinacion), siempre que una de ellas exista un titulo mayor o
igual a 1/200 en la MAT. (100)

En cuanto a las ventajas y desventajas de las técnicas diagndsticas, Ortiz y cols., en-
cuentran en su estudio realizado en el 2011 en Nicaragua, que el SD Leptospira IgM-1gG
es rapido, sencillo y econémico. Sus desventajas radican en tener una baja especifici-
dad. Asimismo, Leptospira ELISA IgM es reproducible, detecta anticuerpos IgM en eta-
pas tempranas (infeccidn activa), pero tiene la desventaja de producir reacciones cruza-

das débiles, ademas de no indicar el serovar infectante. (105

Por otro lado, la HAT es un método rapido que usa antigenos género especificos, pero
su desventaja es que utiliza sueros pares que no siempre se pueden obtener, la inesta-
bilidad del antigeno y la no capacidad de indicar el serovar que produce el proceso agu-
do. Por su parte La MAT utiliza un panel de leptospiras que representan todos los sero-
grupos descritos en la regidn en cuestion. Esta prueba tiene alta especificidad y detecta
serogrupo y serovar infectante. Su desventaja es que es laboriosa, consume tiempo y

que hay que disponer del panel de cepas vivas de leptospiras.®19

Garcia y cols., en Guatemala en el afio 2013, encuentran que de 119 pobladores que
cumplen con los criterios de inclusion establecidos, en el 32,7 %, se obtiene una fre-
cuencia de anticuerpos IgG anti-Leptospira por la prueba ELISA, mientras que para la
prueba de referencia MAT el resultado resulta de 30,3 %; representando una estimacion
de la prevalencia en la poblacion entre el 22,2 y 39,3 % (IC95%) para esta Ultima prue-

ba.(95)

En un estudio citado por Abgueguen, en Francia, en el 2014, se refieren a que las técni-
cas serolégicas como la MAT y ELISA IgM tienen mayor utilidad después del séptimo
dia de evolucion del cuadro clinico, mientras que la PCR es Uutil en todas las fases de la
enfermedad. 119 En ese mismo afio Alarcén y cols., analizan la seroprevalencia de lep-
tospirosis y caracteristicas asociadas en agricultores de arroz de una region tropical del
Peru. Ellos reportan que la seroprevalencia en esta poblacion mediante la prueba MAT
es de 64,6% (168/260) con una variacion entre 58,6 a 70,6% (IC 95%). En el caso de la
positividad por la prueba ELISA, se encuentran 39 casos con anticuerpos IgM anti-

Leptospira (15,0%, IC 95%: 10,5-19,5%). De manera general, el porcentaje de positivos
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a ELISA IgM es significativamente mayor entre los que fueron reactivos a MAT, compa-
rada con los que no lo fueron (20,8% frente a 4,3%, p<0,01). Estos autores no hallan
diferencias significativas en la seroprevalencia de sintomaticos y no sintomaticos con
MAT (60,0 % frente a 65,3 %, p=0,54), ni con ELISA IgM (14,3 % frente a 15,1 %,
p=0,95).0)

En el afio 2018, Sandoval y cols., en México, estudian 34 muestras de suero de pacien-
tes sintométicos colectadas en centros de salud del estado de Sonora, en el periodo de
junio-diciembre del 2009, las cuales fueron tomadas durante los primeros 7 dias de ini-

ciados los sintomas. (7

Gonzalez y cols., en el 2021, encuentran que de 256 registros de casos sospechosos
de leptospirosis ocurridos en el Valle del Cauca, Colombia, 106 (41,4 %) tienen prueba

de ELISA positiva en el periodo comprendido.("®

En Holanda, Goris y cols., en el afio 2022, evidencian que las técnicas serolbgicas tie-
nen mayor utilidad cuando las muestras son colectadas a partir del dia diez de evolucion

de la enfermedad.®1D

A juicio de la autora, los métodos serologicos confirmatorios, en Cuba, resultan utiles en
muestras extraidas antes del séptimo dia de evolucion clinica. Este resultado avala el
uso continuo de estas herramientas, ya sea empleando un simple suero o0 muestras pa-

res de los casos sospechosos de leptospirosis.

En la tabla 7 se muestran los resultados de las 31 muestras clinicas (sueros, sangre to-
tal y orinas) de los pacientes con leptospirosis de La Habana (2018 — 2021), mediante la
aplicacion de la PCR LipL32 a punto final, segun intervalo de FIS con respecto a la
FTM. Notese en primer lugar que, no se trabajaron las mismas cantidades de muestras
clinicas por cada paciente en estudio. Sin embargo, si se pudieron diagnosticar tempra-
namente siete muestras de sueros, extraidos antes del quinto dia de la evolucion de la
enfermedad, lo que represent6 el 32 % de positividad, aunque, el mayor porcentaje se
obtuvo en muestras extraidas después del sexto dia de la infeccion. En este segundo
grupo de muestras clinicas positivas, como muestra la tabla, cuatro sueros (18 %) y una
sangre (14 %), se extrajeron entre del sexto al séptimo dia de evolucion clinica de la en-
fermedad, mientras que 11 sueros (50 %), seis sangres totales (86 %) y dos orinas (100

%) fueron colectadas después del octavo dia.
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Tabla 7. Resultados de la PCR LipL32 a punto final, en las 31 muestras clinicas
(sueros, sangre total y orinas) de los pacientes con leptospirosis de La Habana
(2018 — 2021), segun intervalo de FIS con respecto a la FTM.

Total muestras clinicas positivas por PCR n=31
Muestras trabajadas
Intervalos de Sueros Sangre total Orinas
FIS - FTM n=22 n=7 n=2
(dias) Porcentaje
(muestras positivas por PCR LipL32/tipo de muestra clinica trabajada)
32
-5 (7/122) ) )
18 14
Hasta 7 (4122) (1/7) ]
>8 50 86 100
B (11/22) (6/7) (2/2)

Fuente: Historias clinicas y/o remisidn para estudio de laboratorio.

Rodriguez y cols., en el afio 2013 en un estudio que se realiza en Cuba, plantean que
tres casos dan positivos al aplicar la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa y
resultan negativos por los métodos seroldgicos.1?. A su vez, Noda y cols., también en
Cuba, en el 2014, encuentran que la PCR constituye una alternativa valiosa para la con-
firmacion de leptospirosis en casos humanos fatales, en los que no se presenta un resul-
tado seroldgico positivo, ya sea por falta de muestra de suero o por un nivel significativo

de anticuerpos.13)

Engelber & Goris y cols., en los afios 2009 y 2020, en Holanda, encuentran que, la sen-
sibilidad de la técnica de PCR es mayor cuando se aplican muestras clinicas extraidas

durante los primeros cinco dias de inicio de la enfermedad.®11. 114

Ganoza y cols., en una investigacion realizada en Perd, en el afio 2010, confirman el
5,9 % (6/102) de las orinas (mediante la PCR), de personas asintomaticas, residentes

en un area endémica de leptospirosis.®3)

De esta investigacion se desprende, que la PCR es una técnica valiosa, en nuestras
condiciones, y en particular para el diagnéstico temprano de la enfermedad. De igual
manera, se considera, que la herramienta molecular, es aplicable a las tres muestras
clinicas (sangre total, suero y orina) que se utilizan de rutina para el abordaje de labora-
torio. Estas ventajas le proporcionan a la tecnologia, sea elegida fundamentalmente pa-

ra el diagndstico confirmatorio de leptospirosis. Por ello, y nuestro juicio, las tecnologias
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de genes son eficaces en cualquiera de las fases de la enfermedad, con énfasis en los
gue son serologicamente negativos durante los primeros siete dias del proceso patolégi-
co, lo que resalta la necesidad de mantener la actualizacion de los algoritmos técnicos

en Cuba.

La tabla 8, representa el porcentaje de confirmacién seroldgico-molecular usando los
sueros, la sangre total, las orinas o combinaciones entre ellas, de los 34 pacientes con
leptospirosis de La Habana (2018 — 2021), segun fases clinicas de la enfermedad e in-
tervalo de FIS/FTM. Véase que dentro de la fase leptospirémica se confirmaron 14 pa-
cientes lo que represento6 el 41 %. Dentro de estos, siete pacientes se positivizan tem-
pranamente, a través del uso de los sueros extraidos entre el primero y quinto dia de
evolucion clinica, mientras que los restantes siete pacientes lo hicieron entre el sexto o
séptimo dia, de ellos seis, se confirmaron usando el suero y uno con el uso combinado
del suero y la sangre total positivas. Dentro de la fase leptospirarica e inmune, se con-
firmaron 20 casos para un 59 %, todos tenian muestras extraidas a partir del octavo dia.
De igual manera, 14 casos fueron positivos al usar sus sueros lo que alcanzé el 41 %,
cuatro casos con la sangre total para un 12 % y dos casos tenian las tres muestras clini-

cas positivas (suero, sangre total y orina) lo que representé el 6 %.

Tabla 8. Porcentaje de confirmacién serolégico-molecular usando los sueros, la
sangre total, las orinas o combinaciones entre ellas, en los 34 pacientes con lep-
tospirosis de La Habana (2018 — 2021), segun fases clinicas de la enfermedad e
intervalo de FIS/FTM.

Muestras clinicas
Porcentaje
(pacientes confirmados/total de pacientes)
Fases Clinicas Intervalo Sueros
Porcentaje FIS — Suero +
(total pacientes positivos/total FTM San
. | gre + Sangre
de pacientes) (dias) | Sueros total Sangre total
total +
Orinas
) ) 20
Leptospiremia 1-5 (7/34) - - -
41 18 3
(14/34) Hasta 7 (6/34) - (1/34) -
Leptospirdrica e inmune 41 12 6
59 28 -
(20/34) (14/34) (4/34) (2/34)

Fuente: Historias clinicas y/o remisién para estudio de laboratorio.
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Ortiz y cols., en Nicaragua, en el afio 2011, encuentran en su investigacién que en am-
bas formas y fases clinicas de la leptospirosis hay muestras que son mas utiles que
otras. Estos autores consideran que tanto en la forma anictérica como en la ictéricay en
particular durante el periodo de bacteriemia, es la sangre total la muestra idénea para el
diagndstico de esta entidad clinica. De igual manera, describen que el suero es util tam-
bién en cualquiera de las fases clinicas de la leptospirosis y la orina tiene mayor impor-

tancia en la fase leptospirurica.®%%)

Goris y cols., en el 2020, en Holanda, plantean que la orina resulta una muestra Gtil para
el dignéstico temprano por PCR de la leptospirosis. De igual forma, otros autores holan-
deses también estudian el valor que tiene esta muestra clinica para el diagndéstico rapido

de la enfermedad. 11

A consideracion de la autora, en nuestro medio, han sido muy escasos los pacientes
gue se confirman molecularmente a través de la orina, como muestra clinica. Mas bien,
ésta es empleada para realizar cultivos de la bacteria, lo que también tiene un irrefutable
valor epidemioldgico. En otras palabras, tanto para la leptospirosis aguda y convalecien-
te, continla siendo la opcién adecuada el uso no solo del suero, sino también la sangre
total y la orina, especimenes de los que se obtiene un porcentaje elevado de positividad,
lo que respalda la renovacion de las guias de laboratorio para este diagndstico en los
laboratorios cubanos.

La tabla 9 representa la confirmacién serol6gica-molecular de los 34 pacientes con lep-
tospirosis de La Habana (2018 — 2021), segun fases clinicas de la enfermedad e interva-
lo de FIS/IFTM. Noétese que dentro de los 14 pacientes que cursaban por la fase clinica
de leptospiremia, fueron confirmados el 64 % (9/14) molecularmente por la PCR a punto
final, solo tres son confirmados por la serologia lo que represento6 el 21 % mientras que
solo un suero resulté confirmado seroldégica y molecularmente para un 7 %. Las mues-
tras de estos casos fueron extraidas desde el primer y hasta el séptimo dia de evolucion
clinica. En cuanto a los 20 pacientes que cursaban por la fase leptospirdrica e inmune
(59 %), se observo que el 80 % (16/20) se confirmaron molecularmente por la PCR a
punto final y el 20 % (4/20) a través de técnicas serologicas. Estas muestras fueron ex-
traidas después del octavo dia de evolucion clinica. En este sentido, se observd un ma-

yor niumero de pacientes confirmados por el método molecular de la PCR a punto final,
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lo que habla a favor de su alta especificidad y sensibilidad, ain en las primeras etapas

de la enfermedad.

Tabla 9. Porcentaje de confirmacién serolégico-molecular usando los sueros, la
sangre total, las orinas o combinaciones entre ellas, de los 34 pacientes con lep-

tospirosis de La Habana (2018 — 2021), segun fases clinicas de la enfermedad e

intervalo de FIS/FTM.

Método confirmatorio
Porcentaje
Fases Clinicas (namero de pacientes positivos, segiin méto-
Porcentaie Intervalo dos utilizados/ total de los pacientes que cur-
. 1€ FIS-FTM saban por cada fase clinica)
(total pacientes positivos/total dias —
de pacientes) ( ) Seroldgico
Serolégico | Molecular +
Molecular
Leptospiremia 1-5 - (7‘7?4) -
41
14/34 21 21 7
(14/34) Hasta 7 (3/14) (3/14) (1/14)
Leptospirdrica e inmune
>9 28 (4%)0) (15/%0) '
(20/34)

Fuente: Historias clinicas y/o remisién para estudio de laboratorio

Goris y cols., en Holanda, en el 2022 en su investigacion demuestran que el diagndstico
seroldgico y molecular se complementan combinadamente, para la confirmacion de la
leptospirosis. Estos autores evidencian que, el éxito de la confirmacién depende del
momento de extraccion y tipo de muestra que se elija, y ademas que la PCR tiene mayor
utilidad en muestras colectadas entre el primer y el cuarto dia, o sea durante la fase
leptospirémica. Cabe sefiala que, el diagndstico por PCR es util en la fase aguda (fase
de leptospiremia), pero también lo es en las muestras extraidas durante la fase de lep-

tospiruria o inmune.1%

A juicio de la autora, los resultados de la tesis demuestran que la combinacion de méto-
dos serologicos y moleculares, continta siendo la opcion adecuada, para la confirma-
cion de laboratorio de los casos con leptospirosis aguda y convaleciente en Cuba, lo que
facilita la disponibilidad de herramientas para de definicion final de cada caso en estudio.
Afortunadamente, en nuestras condiciones los algoritmos disponibles imbrican métodos

seroldgicos y moleculares capaces de captar con la mayor sensibilidad diagndéstica, la
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presencia de Leptospira spp. 0 sus productos en las muestras clinicas de los casos sos-

pechosos.
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Conclusiones

Los principales factores socio-demograficos, clinicos y epidemioldgicos de los
casos con leptospirosis de La Habana (2018 — 2021), se corresponden, en su
mayoria, con los reportes cientificos consultados, aunque se observa un ligero in-
cremento de los que son diagnosticados con complicaciones, de forma tardia, lo
que sugiere replantear las politicas de salud con respecto a esta entidad clinica
en la capital cubana.

La distribucion temporo-espacial de los pacientes con leptospirosis de La Habana,
no es concluyente, por no poder precisar, en todos, la procedencia exacta, no
obstante, la mayoria de los casos positivos residen en los municipios periféricos
de la capital, lo que indica, que en estas zonas agropecuarias puedan estar circu-
lando las leptospiras con un alto potencial de transmision.

Se constata en la investigacion que, los métodos serolégicos confirmatorios para
leptospirosis en Cuba, resultan Gtiles en muestras extraidas a partir del antes del
séptimo dia de evolucién clinica, mientras que las tecnologias de genes son efi-
caces en muestras extraidas en cualquier momento del proceso patoldgico, con
énfasis en los que son casos seroldégicamente negativos, lo que resalta la necesi-
dad de mantener la actualizacion de los algoritmos técnicos, para conocer la real
circulacién de Leptospira spp.

Los resultados de la tesis, demuestran que, la combinacion de métodos serologi-
cos y moleculares, para la confirmacion de leptospirosis aguda y convaleciente,
contintan siendo la opcion adecuada, para los laboratorios de la red nacional de
microbiologia, lo que respalda la renovacion de las guias de laboratorio para este
diagnostico en Cuba.
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Recomendaciones

Coordinar con el Centro Provincial de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia, asi
como con los hospitales de La Habana, el envio de las muestras clinicas de los
casos graves sospechosos de leptospirosis, con la informacion clinica y epide-
mioldgica pertinente, lo que facilitaria la mejor interpretacion de los resultados y el
cumplimiento de las Buenas Practicas de Laboratorio.

Extender la investigacion a otros territorios del pais, con el objetivo de actualizar
la magnitud del problema que provoca el aumento del envio de muestras clinicas
al LNRL-IPK procedentes de casos graves y sospechosos de leptospirosis y asi
eliminar la brecha entre positividad vs caso notificado por el Programa de Zoono-
sis de la DNE.
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Anexos

Anexo 1. Modelo de solicitud de diagnostico microbioldgico.

1. Nombre(es)

Primer apellido

Segundo apellido

2. Carne de identidad

ND

3. Direccioén particular

4. Municipio 5. Provincia

6. Historia Clinica

7. Edad 8.Sexo

9.0cupacion

10. Color de la piel
Blanca__ Negra__ Amarilla__ Mestiza__

11.Dias de ingreso

12. Centro que remite

13. Sala

14. municipio 15. Provincia

16. Fecha
Dia Mes Afio

17. Diagnéstico clinico

IRA

Tos__ Disnea_
Laringitis__

Otitis___ Coqueluche

Laringotragueobronquitis

Vacunacion anti influenza

Faringitis

Expectoracién

Amigdalitis

Estornudos

Rinorrea

18. Tipo de muestra colectada

Suero Sangre

20. Fecha de comienzo de los sintomas LCR Humor Acuoso

Dia Mes Afio Orina Liquido Amnidtico

Gargarismo Esputo

21. GENERALES Heces

Fiebre_ Mialgia___ Cefalea_ Linfadenopatia Exudado cual

Malestar general____ Vomitos Rash Petequias_____ Tejido cual

Diarreas____ Artralgia Esplenomegalia__ Lamina de:

Astenia___ Escalofrios___ Sangramiento

Dolor Abdominal Aumento de volumen de parétida__ Cepa de:

Fecha de colecta muestra

Dia Mes Afo

22. Estudio Solicitado

Diagnostico

Referencia

1. APP

Enfermedad similar en la familia o

comunidad.

Si No
Historias de viajes al exterior
Si No

Pais

Fecha de llegada al pais
Dia Mes Afo
Tratamiento Previo
Si__ No__

¢Cuales?




SNC
Desorientacion Rigidez Nucal Convulsiones
Perdida de la conciencia Trastorno de la conducta

Dificultad en la marcha

ITS

Secreciéon Genital Lesién Genital
Sepsis Urinaria Disurias

Otros:

23. Sueros pareados

Fecha de colecta
ler Suero
Dia Mes Afo

2do Suero
Dia Mes Afio

Confirmatorio Dengue

Referencia

Antecedentes de vacunacién PRS
Si No

Fecha

Dia Mes Afo

24. Nombre del facultativo




Anexo 2

Instructivo del estuche comercial: SD Leptospira IgM-IgG, para la pesquisa rapida
de leptospirosis humana

(BIO-LINE Standard Diagnostics, INC, 2021, http://www. standardia.com)

Principio

La prueba SD Leptospira IgM-IgG, es un ensayo inmunocromatogréfico cualitativo y
diferencial que detecta anticuerpos IgG o IgM en sueros o plasma humano. Este sistema
es propuesto para uso profesional y ayuda a la orientacion de los diagndsticos clinicos
en pacientes que presenten sintomas clinicos sugerentes de leptospirosis. El resultado

obtenido por la prueba debe confirmarse por MAT o ELISA, principalmente.

SD Leptospira IgM-IgG, tiene tres lineas pre-revestidas (linea “G”( linea con anticuerpo
anti lgG humano), linea “M” ”( linea con anticuerpo anti IgM humano) y linea “C” (linea
control)), todas colocadas en la superficie de la membrana. La linea de control “C” es
usada para indicar la validez de la técnica. Una linea con coloracion purpura en “G” o
“‘M” puede ser visible, si existe en la muestra suficiente cantidad de anticuerpos IgG o
IgM, respectivamente. Si los anticuerpos de las clases IgG o IgM, no estan presentes

en la muestra, no aparecera de coloraciones en las lineas “G” o “M”.

Muestras
» Plasma: colocar la sangre total en tubo de serologia (sin anticoagulantes)
y centrifugar para obtener el plasma.
> Suero: colocar la sangre total en tubo de serologia (sin anticoagulantes)
dejar reposar por 30 min para facilitar la coagulacién, y centrifugar para
obtener el suero.
> Si el plasma y el suero no van a usarse de forma inmediata, refrigerar a
temperatura de 2-80C, por un periodo no mayor de 2 semanas. Las mues-
tras deben llevarse a las temperaturas de 1-300C, antes de su uso.
» El plasmay el suero con precipitados no se recomiendan usar por este meé-
todo.
Materiales
1. Dispositivos de pruebas individualmente embolsados con desinfectante.

2. Diluyente del ensayo.



3. Micropipeta o capilares de 5 pL.

4. Instrucciones para Su uso.

Marcha técnica
- Adicionar 5 L de suero o plasma, dentro de la zona marcada con una “S”.
- Adicionar cuatro gotas del diluente dentro de la zona identificada para el.

- Incubar durante 20 min (importante no leer los resultados antes de los 20 min para

evitar falsos positivos).

Lectura e interpretacion de los resultados

Muestra negativa: Una linea de color purpura en el sitio “C” unicamente.
Prueba no valida: No existencia de linea color purpura en la zona control.
Muestra Positiva:

IgG positiva: dos lineas de color purpura (una en la zona control y otra en la zona
I(G”).
IgM positiva: dos lineas de color parpura (una en la zona control y otra en la zona

“M”).

IgG y IgM positivas: tres lineas de color purpura (una en la zona control, otra en

la zona “G” y otra en la zona “M”).

=0

(7]

O 0




Precauciones para su uso

- SD LEPTOSPIRA IgM-IgG, debe ser guardado a temperaturas de 1-300C.

- Los dispositivos de prueba son sensibles a la humedad, asi como al calor e incidencia
directa de la luz del sol.

- Realizar la prueba inmediatamente después de remover la tablilla de su estuche.

- No usar los estuches vencidos.

- No congelar ninguno de los componentes.

- Sistema valido para diagndstico “in vitro™.

- Usar guantes mientras se trabajan con las muestras.

- Lavarse las manos después de culminar el trabajo.

- Limpiar los derrames correctamente usando un desinfectante apropiado.

- Todos los materiales y muestras deben ser manipulados correctamente, ya que son un

potencial infeccioso y deben ser eliminados al final de la prueba.

Limitaciones

Esta prueba detecta anticuerpos de IgG y/o IgM en suero y plasma, y no deben ser
usados como un unico criterio para el diagndstico de leptospirosis. Los casos positivos
deben ser confirmados por la técnica de referencia internacional de MAT. Como todas
las pruebas de diagnostico, los resultados deben ser considerados con las
informaciones clinicas y epidemioldgicas. Si el resultado de la prueba es negativo y
persisten los sintomas clinicos, otras muestras deben ser estudiadas. Un resultado

negativo, no debe excluir la posibilidad de una infeccidén por Leptospira interrogans.



Anexo 3

Protocolo de la técnica de Microaglutinacién (MAT) con antigenos vivos de
leptospiras usada para el diagnostico de leptospirosis humana

Hacer seleccion adecuada del panel de cepas de referencia (preferiblemente

autoctonas), tomando en consideracion la circulacién de serogrupos en la region. Ver a

continuacion, las cepas de referencia recomendadas por OPS-OMS, para la region de

las Américas:
Serovar

Especie Serogrupo Cepa
. Interrogans Australis Australis Ballico
. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A
. borgpetersenii | Ballum Castellonis Castell6n 3
. interrogans Bataviae Bataviae Swart
. Interrogans Canicola Canicola H. Utrecht IV
. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522 C
. kirschneri Grippothyphosa Grippothyphosa Moskva V
. Interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
. interrogans Icterohaemorrhagiae | Copenhageni M20
. interrogans Icterohaemorrhagiae | Icterohaemorrhagiae | RGA
. borgpetersenii | Javanica Javanica V Batavia 46
. noguchii Panama Panama CZ 214K
. Interrogans Pomona Pomona Pomona
. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem
. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1
. interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno
. interrogans Sejroe Wolffi 3705




L. borgpetersenii | Sejroe Sejroe M 84

L. borgpetersenii | Tarassovi Tarassovi Perepelitsin

Hacer el protocolo por escrito (por serogrupo), en una plantilla de trabajo, que se
corresponda con la cantidad de muestras y las diluciones por placa:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

w

o O

m

H

1. Tomar la placa de 96 pocillos fondo plano o en U.

2. Rotular la placa con nimeros de las muestras y serogrupo segun protocolo dise-

fiado en el punto #1.
3. Adicionar un volumen de 50 pL de TFS (pH 7.2) a todos los pocillos

4.  Adicionar un volumen de 40 uL mas de TFS (pH 7.2) sdlo al primer pocillo para

completar 90 uL de TFS, como volumen final.

5.  Adicionar un volumen de 10 uL del suero puro en el primer pocillo, quedando un

volumen final de 100 pL (dilucion inicial 1:10).

6. Tomar un volumen de 50 pL del primer pocillo y pasarlo al segundo pocillo, donde
ya habian servido previamente 50 pL de TFS (ver paso 4). Homogenizar, y tomar
nuevamente 50 uL de este pocillo y pasarlo al tercer pocillo, y asi sucesivamente
hasta el pocillo 8 6 mas, segun el estudio solicitado. Descartar 50 uL del Gltimo

pocillo. Quedando realizadas las diluciones siguientes: pocillo 1: 1/10, pocillo 2:



10.

1/20, pocillo 3: 1/40, pocillo 4: 1/80, pocillo 5: 1/160, pocillo 6: 1/320, y asi sucesi-

vamente.

Adicionar a todos los pocillos un volumen de 50 pL del cultivo de leptospiras del
serogrupo crecido en medio liquido (EMJH) a 280C, en fase logaritmica (concen-
tracion aproximada de 2 x 108 leptospiras/mL, equivalente a 200 células por
campo). Evitar utilizar cultivos envejecidos con autoaglutinacion. Quedando las
diluciones finales como: pocillo 1: 1/20, pocillo 2: 1/40, pocillo 3: 1/80, pocillo 4:
1/160, pocillo 5: 1/320, pocillo 6: 1/640, y asi sucesivamente.

a. Controles positivos y negativos:

b. Control de cepa: En un pocillo aparte colocar un volumen de 50 puL de TFS

y 50 uL del cultivo del serogrupo de referencia.

c. Suero control positivo: En una hilera de pocillos realizar los pasos del 4 al
7, utilizando como muestra un suero con titulo altos de anticuerpos

(=21/160) frente al serogrupo que se evalla en esa placa.

d. Suero control negativo: En una hilera de pocillos realizar los pasos del 4 al
7, utilizando como muestra un suero sin titulo de anticuerpos reconocidos
por MAT.

Homogenizar muy suavemente la placa.
Incubar a 37°C por 1 hora, o de 28 — 300C por 2 horas.

Realizar la lectura resultados utilizando microscopio de contraste de fase con
condensador de campo, preferiblemente con ocular de 20X y objetivo 10X. El ti-
tulo final del suero sera la mayor dilucion donde se observe el 50% de leptospiras
aglutinadas y el 50% de leptospiras libres. Comparar siempre con el control de

cepa.



Anexo 4
Protocolo de la Técnica de Hemoaglutinacion Indirecta (HAT)
Fundamento:

Se basa en la union del antigeno sustancia sensibilizante de eritrocitos (SSE) con
anticuerpos aglutinantes especificos (clase IgM), producidos contra leptospira o sus
productos. La aglutinacién es indirecta. El antigeno ESS se une de forma artificial a la
superficie del soporte biolégico (hematies de carnero) y espera el encuentro con el
anticuerpo. Al proceso de cubrir el soporte, con el antigeno, se le conoce como
sensibilizacion. Los hematies de carnero resultan faciles de obtener. Ver a continuacion

el fundamento esquematizado:

La reaccion de hemoaglutinacion dependera del titulo, expresado como la méxima
dilucion del suero, en la que aparece el efecto bioldégico deseado. En particular en este
caso, el efecto se traduce por la observacion de mayas o enrejados de
hemoaglutinacién. Las mayas se expresan en funcion de cruces (4+, 3+, y 2+). Toda
reaccion de 1+ hacia debajo, se considera negativa (-). El sedimento globular del control
de anticuerpos heterofilos valida el ensayo. El antigeno ESS, es género especifico, de
naturaleza polisacarida y se obtiene a partir de la cepa Patoc |, del serovar Patoc de la

especie Leptospira biflexa.

La técnica, semicuantifica los niveles de anticuerpos de la clase IgM, no requiere de
equipamiento sofisticado, y es rapida, ya que el tiempo de ejecucion maximo es de 4,5
h. Los factores que pueden influir en el éxito de los resultados son: la concentracion del
soporte (eritrocitos), si ésta es alta, provocara la obtencion de titulos mas bajos y
viceversa. El rango del pH, que debe oscilar entre 4 y 8.4, pero el 6ptimo es de 7.2. Otro
valor de pH producira resultados negativos. De la concentracién de anticuerpos (alta
concentracion con respecto a la del antigeno produce efecto de prozona e inhibe la
aglutinacion de las diluciones bajas, debido a la unién de algunos componentes séricos
con las particulas antigénicas). La concentracion de antigeno, debera ser calculada o
titulada sobre la base del peso seco, o por la dilucion optima de trabajo. Si se usa una

exceso de antigeno se corre el riesgo de obtener falsos biolégicos positivos.



Marcha técnica:

Eritrocitos: Se utilizaron eritrocitos frescos de carneros conservados en solucion de
anticoagulante al 50% (ALSEVER, ver al final del texto su composicion). Los eritrocitos
de carneros, son lavados mediante centrifugacion a 1 500 r.p.m. durante 15 min, por tres
veces en TFS, pH 7.2.

Suero: El suero se diluyé 1:10 en TFS pH 7.2, y se inactivd a 560C durante 30 min.
Posteriormente se le adicionaron eritrocitos de carnero puros hasta alcanzar una
concentracion del 1%. La mezcla suero con eritrocitos, es colocaron en bafio de agua, a

370C por 30 min y posteriormente centrifugados a 1 500 r.p.m. por 15 min.

Sensibilizacion del antigeno con los eritrocitos: Se preparé suficiente cantidad del
antigeno ESS, diluido en su dilucion de trabajo Ej. [1:8]. Posteriormente se adicionaron
eritrocitos de carnero hasta lograr alcanzar una concentracion final del 1%. La reaccion
se incubd a 37°C durante 1h, en bafio de agua. La mezcla antigeno mas eritrocitos, se

homogenizé cada 15 min evitando la formacion de sedimentos.

Eritrocitos controles: Se prepar6 suficiente cantidad de eritrocitos de carnero al 1%.

Estos eritrocitos también son incubados a 37°C durante 1h en bafio de agua.
Marcha técnica.

1. En la placa de poliestireno de 96 pocillos y fondo en U, se depositaron 50 pL de
TFS a patrtir del tercer hoyuelo y hasta el duodécimo. Posteriormente se adicio-
naron 50uL de la dilucion 1: 10 del suero tratado (sélo en los 3 primeros hoyue-
los).

2. A continuacion se realizaron diluciones seriadas partiendo del tercer hoyuelo (di-
lucion 1/20) hasta el duodécimo hoyuelo (dilucion 1/2560), descartandose los Ul-
timos 50 uL.

3. Se depositaron después, 25 pL de eritrocitos no sensibilizados en el primer ho-
yuelo y 25 uL de eritrocitos sensibilizados en los restantes hoyuelos.

4. La placa se incub6 a 30°C durante 1h.



Interpretacion de los resultados.

Titulo de suero: La mayor dilucion en el que se observdé hemaglutinacion (4+, 3+, 6 2+)

(efecto bioldgico deseado).
Muestras pareadas:

Caso positivo: Todo paciente (estudiado con muestras pareadas) que se ajuste a los

siguientes criterios:

% Seroconversion entre muestras pareadas (suero no reactivo a suero reactivo, en
cualquier dilucion).

% Seroconversion cuatriplicada del titulo del segundo suero reactivo con respecto al
primero también reactivo. Es decir que el titulo del segundo suero reactivo, haya
aumentado en al menos dos diluciones o mas al titulo del primer suero.

Caso negativo: Todo paciente (estudiado con muestras pareadas) que se ajuste a los

siguientes criterios:

% No observacion de titulos, en las muestras pareadas.

% Aparicion de titulos estacionarios entre las muestras pareadas.

% Disminucion del titulo del primer suero en dos o mas diluciones con respecto al
primero.

Cuando se disponga de un solo suero:

Caso positivo: Todo paciente estudiado con un suero, cuyo titulo sea mayor o igual a
80.

Caso reactivo: Todo paciente estudiado con un suero, cuyo titulo fluctie entre 10 y 40.

Caso no reactivo: Todo paciente estudiado con un suero, donde no se haya observado

ningun titulo.



Anexo 5

Procedimiento para la extraccion de ADN mediante el empleo del estuche

comercial QlIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Alemania).
Protocolo de extraccion de ADN a partir del suero, sangre total y la orina:

- Atemperar las soluciones reguladoras y las muestras.

- Adicionar en el fondo de un vial de 1.5 mL, 20 pL de Proteinasa K. Utilizar tantos
viales como muestras sean.

- Afadir 200 yL de la muestra en el vial donde esta la Proteinasa K. Si no se
cuenta con la cantidad necesaria de muestra completar con PBS hasta que se
obtenga el volumen requerido.

- Afadir 200 uL de Buffer AL a la muestra y mezclar mediante vortex por 15 seg.

- Incubar el vial a 56°C durante 10 minutos.

- Dar golpe de centrifuga para que desciendan las gotas que pudieron haber
guedado suspendidas en la tapa.

- Adicionar 200 uL de etanol absoluto en frio (96 — 100°C), mezclar en el vortex
durante 15 segundos y dar golpe de centrifuga.

- Transferir toda la mezcla a una columna QlAamp DNA mini kit® y centrifugar a
8000 rpm por 1 minuto.

- Desechar el tubo con el filtrado y colocar un nuevo tubo colector.

- Afadir 500 yL de Buffer AW1, cuidando no tocar el borde de la columna, y
centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.

- Desechar el filtrado, colocar un nuevo tubo colector y adicionar 500 uL de Buffer
AW?2. Centrifugar a 14000 rpm durante 3 minutos.

- Desechar el filtrado, colocar un nuevo tubo colector y centrifugar a 14000 rpm
durante 1 minuto.

- Desechar el filtrado, colocar un vial de 1.5 mL y afadir a la columna 200 pL de
Buffer AE o agua bidestilada estéril.

- Incubar a temperatura de laboratorio (15 — 25 °C) durante 1 minuto y luego
centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.

- Guardar la extracciéon a — 20 °C hasta su uso.



PCR a punto final LipL 32, segin PNO-LNRLB- 2018-2021

Se utilizé la PCR a punto final que amplifico un fragmento de 146 pb que codifico para el
gen de la proteina de membrana externa LipL32 presente en todas las leptospiras

patégenas.

Extraccién de &cidos nucleicos: para la extraccion de ADN a partir de muestras de

sangre total, suero y orina, se utilizo el estuche comercial QlIAamp UCP Pathogen Mini
Kit (QIAGEN, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante recogidas en la

literatura interior del estuche y disponible en https://www.qgiagen.com/.

Secuencias de los cebadores: LipL32F 5 TAG AAT CAA GAT CCC AAATCC TCC 3’y
LipL32R 5 CCA ACA GAT GCA ACG AAA GAT CC 3'. Estos cebadores se sintetizaron
en el CIGB, La Habana, Cuba.

Mezcla de reaccion: cada mezcla de reaccidén para un volumen final de 25 pl contenia:

14,37 pL de agua libre de nucleasas; 2,5 pl de Tampén 10X PCR Top Tag; 0,5 pL de la
mezcla de nucledtifdos de PCR; 0,125 pL de Top Taqg ADN polimerasa (QIAGEN,
Alemania); 1,25 uL de cada cebador (CIGB, Cuba) y 5 uL del ADN molde. En cada
ensayo de PCR se utiliz6 como control negativo agua libre de nucleasas y como control

positivo el serovar Castellonis.

Programa de amplificacién: la amplificacion del ADN se realizé en un termociclador Bioer

(Gene Q ThermalCycler, China) que se programé con un ciclo de desnaturalizacién
inicial a 95°C por cinco minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por
cuarenta segundos, hibridacion a 59°C por 30 segundos y extension a 72°C por un

minuto; a esto le siguié una extension final a 72°C durante cinco minutos. (114)

Analisis de los productos amplificados: los productos de ADN amplificados se analizaron

mediante electroforesis submarina en gel de agarosa al 2 % con bromuro de etidio como
agente intercalante y como tampon de corrida TBE al 1X. La camara electroforética OA
110 (ElIEttRofoR, Italia) acoplada a la fuente de electroforesis EFD 300 (ElIEttRofoR,
Italia), se ajustd a una diferencia de potencial de 110 V durante 30 minutos. Los
amplicones se visualizaron en un fotodocumentador UVP Transilluminator (analytikjena,
USA), se us6 como patron de peso molecular la escala de 100 pb (Promega, USA). Se

considero positivo la observacion del amplicon a la altura de los 146 pb.


https://www.qiagen.com/




