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. RESUMEN
La leptospirosis es una enfermedad cosmopolita, endémica y emergente, causada
por la bacteria Leptospira interrogans, de la que se conocen mas de 28 serogrupos y 218
serovariedades (Carrado, 2005). Se calcula que la incidencia anual de casos se encuentra
en un rango de 0.1-1/100,000 en climas templados y de 10 -100/100,000 en paises que

van desde climas humedos a tropicales (OMS, 2008).

La Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) indica que existen multiples
factores que intervienen en el mantenimiento, emergencia y reemergencia de la
leptospirosis, como el cambio climético, el crecimiento demogréfico, el comportamiento
humano, la urbanizacién descontrolada a zonas periféricas sin saneamiento, agua potable,
crisis econdémica, construccion de viviendas precarias en terrenos inundables que
conllevan la presencia de Leptospira hacia zonas suburbanas e inclusive urbanas (OPS,
2005). Estudios en Latinoamérica han reportado la presencia de la infeccion en
comunidades urbanas con seroprevalencias que oscilan entre 12 - 38% (Agudelo et al.,
2000; Céspedes et al., 2003; Ferro et al., 2006; Suarez y Bustelo, 1986).

La ciudad de Guatemala cuenta con alrededor de 400 asentamientos y
aproximadamente la mitad de éstos poseen condiciones sanitarias precarias; planteando
la necesidad de establecer el comportamiento, impacto, magnitud y factores de riesgo
asociados a infeccidon por Leptospira, en estos sectores de la poblacion guatemalteca

(Lucas, Gandara y Linares, 2003).

El asentamiento 15 de Enero, posee una ubicacion topografica altamente
riesgosa, debido a que se ubica entre laderas y un zanjén de aguas negras que
desemboca en el rio Las Vacas. Cuenta con servicios de drenajes, agua potable y
extraccion de basura, sin embargo existe acumulacion de basura y drenajes superficiales
en sus alrededores (Escuela Nacional de Enfermeria, 2010); lo que sugiere una posible

causa de la presencia de anticuerpos IgG anti Leptospira en pobladores de este lugar.
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Los objetivos de este estudio fueron determinar la seroprevalencia de leptospirosis
humana en el asentamiento 15 de Enero y de los serovares de Leptospira., mediante la
prueba de Microaglutinacién (MAT) y adicionalmente se empleé la prueba de ELISA IgG,
ademas se describieron las caracteristicas socio demograficas de la pobladores asi como
los factores asociados que contribuyen a la exposicidbn con Leptospira spp. en esta

poblacion.

Se muestrearon un total de 46/59 de las viviendas existentes en dicho asentamiento
y se incluyeron 119 pobladores, comprendidos entre los 6-85 afios de edad. La poblacion
estudiada en su mayoria era de la etnia indigena (64.7%), el 80.7% alfabeta y la
ocupacion en su mayoria estudiantes y de oficios domésticos, con predominio del género
femenino (61.3%). Se determindé una seroprevalencia de 30.25% en la poblacion
muestreada, por medio del método de MAT. Los titulos obtenidos estuvieron entre un
rango de 1:40 a 1:640 y el mas frecuente fue de 1:80 (30.56%). De los 36 sueros reactivos
con la prueba de MAT, 21 también lo fueron con ELISA IgG. Se identificaron los
serovares Australis y Lanka como los méas frecuentes (11.11%), seguidos por

Icterohaemorrhagiae, Pomona y Javanica con 8.33% cada uno.

No se encontré una asociacion significativa entre la presencia de anticuerpos anti-
Leptospira y las caracteristicas conocidas como factores de riesgo encontrados en la
poblacién del asentamiento 15 de Enero. Sin embargo, algunos de los factores que
probablemente contribuyen a la seroprevalencia de 30.25% de leptospirosis encontrada en
los pobladores, fue que el 82.3% reportaron la presencia de roedores en sus viviendas y la
existencia de un basurero clandestino al final del asentamiento favoreciendo la
proliferacion de los mismos, por lo que se recomienda el control de los roedores por medio
de desratizacion y la eliminacion de dicho basurero (Kendall, et al., 2010). Otro de los
factores posiblemente implicados fue el elevado nimero de perros en las calles sin control

alguno, una medida de control es la vacunacion de los perros de este asentamiento

(Perret, et al., 2005).
Direccion General de Investigacion .DG.




II. INTRODUCCION

La leptospirosis es una zoonosis endémica en paises tropicales con caracteristicas
ambientales, climaticas, laborales y socio-econémicas que favorecen su transmision.
Muchos de estos factores, estan presentes en el ambito urbano en el que se desarrolla
gran parte de la poblacidon guatemalteca. Sin embargo, los estudios realizados sobre este
tema son escasos y se desconoce la magnitud de la enfermedad, debido a que los datos
existentes sobre la seroprevalencia de la leptospirosis estan limitados a casos agudos y

poblaciones en zonas rurales.

El asentamiento 15 de Enero, ubicado en la 12. Calle “A” y 23 Avenida de la zona 1,
es un area urbana como muchas otras presentes en la ciudad de Guatemala, que
presenta varias caracteristicas que han sido descritas como factores de riesgo para la
propagacion de la leptospirosis. Por lo que el presente estudio tuvo como objetivo principal
determinar la presencia anticuerpos IgG anti-Leptospira en sus habitantes mediante las

pruebas de Microaglutinacion y ELISA.

El 30.25% de las personas incluidas en el estudio presentaron anticuerpos IgG anti-
Leptospira por el método MAT, sugiriendo un estrecho contacto con Leptospira y
demostrando la necesidad de realizar estudios que permitan conocer la dinamica de la
enfermedad en las poblaciones en las que se desconoce su impacto, para poder definir
medidas de control y prevencion adecuadas en las poblaciones de riesgo.

Adicionalmente, se determind que las serovariedades circulantes de Leptospira mas
frecuentes en los pobladores son Australis y Lanka (ambas con 11.11%), dato de gran
importancia epidemiologica para identificar posibles fuentes de infeccién, pero que al
mismo tiempo genera la interrogante sobre la patogenicidad y comportamiento de cepas

nativas del pais que aun no han sido aisladas e identificadas.
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Estos datos son una muestra del estrecho contacto existente entre la poblacion y
el agente causante de la leptospirosis, mostrando el largo camino que queda aun por
recorrer en cuanto a la magnitud real de la infeccion, el comportamiento de la enfermedad,
las fuentes de infeccion en el pais; asi como las acciones que deben tomarse para
controlar y prevenir la enfermedad en poblaciones vulnerables como la del asentamiento
15 de Enero.

Debido a las constantes invasiones de areas suburbanas, rurales y semirurales para
la construccion de viviendas inadecuadas ha ido aumentando, es de suma importancia el
continuar con los estudios seroepidemiolégicos de la leptospirosis tanto en humanos como
en reservorios animales, en areas como el asentamiento 15 de Enero para controlar y

prevenir su diseminacion dentro de la poblacion.
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[II.LANTECEDENTES

A. Generalidades:
La leptospirosis es una enfermedad zoondtica endémica y emergente, que se
observa en paises tropicales debido a factores ambientales, climaticos y sociales que

favorecen su transmisidon (Agudelo, Restrepo y Arboleda, 2007).

Es causada por una espiroqueta del género Leptospira que comprende dos
especies: L. biflexa, especie saprobia de vida libre y L. interrogans de gran importancia
para el hombre y animales, y de la que se conocen mas de 28 serogrupos y 218
serovariedades (Carrado, 2005).

Las manifestaciones clinicas de leptospirosis en humanos y animales son
variables, por lo que su diagnostico definitivo, requiere tener en cuenta los
antecedentes epidemioldgicos, la presencia de anticuerpos y en algunos casos el
aislamiento del microorganismo. EIl amplio espectro de sintomas clinicos hace que el
diagnéstico médico sea dificil, con la consecuencia de que el curso de la enfermedad
sea variable desde una infeccion subclinica, un cuadro febril anictérico y el sindrome
de Weil potencialmente fatal (Agudelo et al., 2007; Organizacion Panamericana de la
Salud [OPS], 2005).

La infeccion en el hombre, se produce cuando de manera accidental entra en
contacto con animales infectados, agua, terrenos o lugares contaminados por la
orina de los reservorios. Es una enfermedad con clara vinculaciébn ocupacional,
asociada a actividades que favorecen el contacto con los animales o sus
productos. En el area urbana, los grupos poblacionales mas vulnerables son aquellos
con condiciones precarias de vivienda, sin saneamiento, expuestos a mayor

contacto con roedores. (Ferro, Rodriguez, Pérez y Travi, 2006).
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B. Caracteristicas del agente etiolégico:

Las leptospiras son bacilos gram negativo méviles y obligadamente aerobias que
pertenecen al orden Spirochaetales y a la familia Leptospiraceae. Presentan una
estructura helicoidal flexible espirilada, tienen un didmetro de 0.1 um y una longitud de
entre 6 a 12um. Poseen 0.2 a 0.5 um de separacion entre cada espira y una forma

cilindrica. (Secretaria de Salud Departamental, 2008).

La membrana externa esta constituida por lipidos, proteinas y lipopolisacéaridos de
gran importancia antigénica; posee dos filamentos axiales (flamentos periplasmaticos)
gue nacen cerca de los polos de la bacteria, entre la membrana externa y la pared
celular; y cuyos extremos libres se extienden hacia la parte media y se enredan
alrededor del cilindro proplasmatico; sin interponerse entre si dandoles, su forma
helicoidal que las caracteriza (Caballeros y Romero, 1997).

Los requerimientos nutricionales de las leptospiras son particulares, requieren de
vitamina B1, B12 y acidos grasos de cadena larga como fuente de carbono, energia y
lipidos celulares. Las leptospiras no utilizan fuentes externas de pirimidina para la
incorporacion en su ADN o ARN a diferencia de la mayoria de las bacterias
(Organizacién Mundial de la Salud [OMS], 2008).

Las leptospiras pueden vivir en forma libre o asociadas a hospederos humanos y
animales. Sobreviven largo tiempo en agua fresca, estiércol, barro, ambientes
marinos, en areas tropicales y subtropicales hiumedas; son sensibles a la desecacion,
a la exposicion directa de los rayos solares y a pH menores o mayores de 5.8. Su
sobrevivencia en suelos neutros o ligeramente alcalinos, con presencia de materia
organica saturada es de 183 dias, mientras que en suelo seco Unicamente pueden
permanecer viables por 30 minutos. En aguas pueden sobrevivir hasta 3 meses y en
orina débilmente alcalina como la de cerdo, vaca y equino de alrededor 16 dias.
Cuando la tierra es contaminada con orina de ratas infectadas con Leptospira spp.

sobreviven hasta 2 semanas. No sobreviven en aguas saladas, pero si pueden
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hacerlo durante largos periodos de hasta 180 dias en aguas dulces. Pueden sobrevivir
en la leche siempre y cuando esta se encuentre diluida a razon de 1:20 6 mas. Y
sobreviven en temperaturas frias de -20°C hasta 100 dias, llegando a sobrevivir hasta
32 semanas en nitrégeno liquido (Céspedes, 2005; Laguna, 2000; Secretaria de Salud
Departamental, 2008).

. Clasificacion:

La clasificacion del género Leptospira esta basada en andlisis seroldgicos de los
antigenos y sobre la base de su patogenicidad en dos especies principales Leptospira
interrogans (patégena) y Leptospira biflexa (saprobia). La clasificacion de las
leptospiras se fundamenta en sus caracteristicas antigénicas que permiten separarlas
en serovares, taxon bésico que permite  agruparlas en serogrupos. Las
serovariedades mas conocidas son: Icterohaemorragiae, Canicola, Pomona,
Pyogenes, Autumnales, Ballum, Bataviae, Grippotyphosa, Australis, Hyos,
Minigeorgia, Hebdomadis, y Hardjo, esta Ultima principalmente en personas que estan
en contacto con ganado infectado (Carrado, 2005; Koneman, Allen, Janda,
Schreckenberger y Winn, 2003; Secretaria de Salud Departamental, 2008)

Entre los componentes antigénicos que presentan las leptospiras se encuentra el
antigeno proteico, cuya composicién es semejante a la de los flagelos bacterianos. El
antigeno somético de propiedades fisicoquimicas similares a las de los antigenos de
las bacterias gram negativo. Finalmente el antigeno de superficie, un complejo
antigénico (proteinas, carbohidratos y lipidos) localizado en la envoltura externa,
relacionado con el serotipo y reacciona con anticuerpos IgM e IgG. Algunos de estos
antigenos pueden causar reacciones cruzadas entre distintos serotipos (Caballeros y
Romero, 1997).

Algunas caracteristicas fenotipicas permiten dividir a las leptospiras patégenas y
saprobias, como su temperatura de crecimiento a 13, 30 y 37°C, patogenicidad y

crecimiento en la presencia de 8-azaguanina o CaSQO,, actividad de la lipasa y la

Direccion General de Investigacion .DG.




apariencia de formas esféricas con la presencia de NaCl 1M (Anexo 1) (Zambrano y
Araju, 2005).

. Factores de virulencia:

Su poder patdgeno esta relacionado con la produccion de endotoxinas y proteinas
superficiales de adherencia, entre otras. Las leptospiras son muy invasivas
especialmente por la produccion de enzimas y proteinas de superficie que les permite
unirse a la fibronectina y colageno del huésped; asi también factores mecanicos como
lo son la motilidad por excavacion y su tropismo, hacen que alcancen sitios que
normalmente estan protegidos del organismo (Pumarola y Jiménez, 2002; Secretaria
de Salud Departamental, 2008).

Existen otros factores como lo son la hemolisina del serovar Pomona que
causante de hemorragias en el ganado vacuno, lipopolisacaridos (LPS) que estimulan
la adhesion de los neutréfilos a las células endoteliales y plaquetas causando
agregacion y consecuentemente trombocitopenia. Algunas enzimas como la catalasa,
hialuronidasa, y las particulas de motilidad facilitan atravesar la barrera

hematoencefélica e invadir sitios normalmente estériles (Pumarola y Jiménez, 2002).

Reservorio de la infeccion:

Leptospira spp. tiene como reservorios a animales de vida libre como ratas,
comadrejas y reptiles; que actian como portadores debido a que la bacteria se
multiplican en los rifiones de dichos animales y es eliminada constantemente,
contaminando el medio (agua, suelo y alimentos). En estos animales la bacteria puede
persistir por largos periodos en los tubulos renales, estableciendo una relacion
comensal, sin evidencia de enfermedad o cambios patolégicos (Hartskeerl, Smits,

Korver, Goris yy Terostra, 2006).

Los animales infectados suelen transferir las leptospiras a sus crias en el Utero o

en el periodo neonatal de forma directa por orina o semen, luego estas crias se las
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trasmiten a sus crias y asi sucesivamente; de esta manera la cadena de infeccion es
mantenida por el hospedero de mantenimiento, convirtiéndose en el reservorio de la

infeccion (Hartskeerl et al., 2006).

Los seres humanos y animales (ganado vacuno, equino, suino, ovino, caprino) que
no son el hospedero de mantenimiento, se convierten en hospederos incidentales o
accidentales al infectarse con esta bacteria. Por lo general, son éstos los que
desarrollan la enfermedad que se caracteriza por ser aguda con signos clinicos
severos, produccion de altos niveles de anticuerpos y un periodo corto de excrecion
de Leptospira spp. por via renal (Hartskeerl et al., 2006).

La enfermedad en animales puede variar desde asintomatica, leve, severa e
inclusive fatal muy parecida a la enfermedad en humanos; puede ser aguda o bien
cronica. Una amplia variedad de especies de animales pueden enfermarse y ser
fuente de infeccion para el humano como: insectivoros (musarafas y puercoespines),
animales domésticos (vacas, cerdos, perros, ovejas, cabras, caballos y bufalos),
animales criados en cautiverio para la produccion de pieles (zorro plateado, vison,
nutria) y los anfibios. Generalmente los serovares de leptospiras tienden a estar
asociados con un hospedero natural de mantenimiento, pero sin embargo hay muchas
excepciones (OMS, 2008).

Mecanismo de infeccion:

Las leptospiras viven en los rifiones y son excretadas en la orina de los animales
portadores, sin embargo éstas también se pueden encontrar en el cerebro, tracto
genital y ojos de los animales hospederos. En los animales enfermos, las bacterias
pueden encontrarse en la sangre y en la mayoria de los érganos (Hartskeerl et al.,
2006). La trasmisiébn a humanos puede ocurrir a través del reservorio o bien de otro

animal intermediario que se convierta en el hospedero accidental o incidental.
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1. Contacto directo:

Los humanos se infectan directamente en situaciones en que se esta en
contacto con orina, animales vivos, animales muertos, 6rganos de animales, pieles
o placentas. La trasmisibon de humano a humano puede ocurrir muy
ocasionalmente, hay algunos ejemplos de leptosopirosis trasmitida sexualmente,
transplacentraria y a través de la lactancia materna. Y toda orina excretada por un
paciente con leptospirosis debe ser considerada infecciosa (Hartskeerl et al.,
2006).

a) Aerosoles:
Ocurre debido a la dispersién de gotas de orina lejos del lugar en el cual es
excretada, permitiendo que la bacteria pueda penetrar por inhalacion o via
conjuntival (Michna, 1970).

b) Transplacentaria:

Las leptospiras pueden cruzar la barrera transplacentaria durante la fase
leptospirémica de la enfermedad, causando la infeccion del feto, tal y como se
ha demostrado tanto en el ganado bovino, el cerdo y en el ser humano (Michna,
1970).

2. Contacto indirecto:

Es la forma mas frecuente de infeccion humana y animal y tiene lugar en
situaciones donde los humanos entran en contacto con aguas superficiales,
alimentos, suelos, arrozales, campos de cafia de azlcar o pantanos contaminados
con orina cargada de leptospiras (fomites contaminados). Inclusive la transmision
de esta enfermedad suele estar relacionada con ciertos periodos del afio, como lo
es la época lluviosa, periodos de inundacién, el final del verano y otofio en lugares
con alta densidad poblacional de animales que son reservorio (Hartskeerl et al.,
2006; OMS, 2008).
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Las leptospiras penetran en el hombre a través de la piel con abrasiones,
membranas mucosas de 0jos, nariz y boca e inclusive a través de agua jabonosa
macerada con la piel. Después de penetrar se distribuyen rdpidamente a todo el
cuerpo, incluyendo liquido cefalorraquideo y ojos (Arbey, Arango Yy De Lima,
1998).

G. Manifestaciones clinicas:

La infeccion subclinica se observa en un 15% de casos. Entre las personas que
desarrollan manifestaciones clinicas el 90% cursa con la forma leve denominada
leptospirosis anictérica y el 10% con una forma grave conocida como sindrome de
Weil. La leptospirosis es considerada una enfermedad bifasica en la que luego del
periodo de incubacion que dura entre 2 a 20 dias, comienza la fase septicémica que
durade 4 a 7 dias y tras la cual aparece la fase inmune que se extiende entre 4 y 30

dias con la aparicion de anticuerpos circulantes (Caino, Curcio y Siquiroff, 2006).

1. Leptospirosis anictérica:

Esta se desarrolla en dos 2 fases, la primera fase (leptospirémica) posee un
comienzo brusco con fiebres de 39 a 40°C y una duracién de entre 4 y 9 dias. Es
acompafiada de escalofrios, mialgias, cefalea, malestar general y dolores
musculares; frecuentemente hay manifestaciones digestivas como anorexia y
nauseas. En esta fase se aprecia una elevacion de la eritrosidementacion y
leucocitos de rangos normales a moderadamente elevados. Las pruebas de
funcién hepética muestran una ligera elevacién de transaminasas, bilirrubinas y
fosfatasa alcalina en ausencia de ictericia. EI examen general de orina muestra
proteinuria, piuria, microhematuria y cilindros hialinos. El liquido cefalorraquideo
(LCR) puede mostrar aumento leucocitario con una glucosa normal (Organizacion
Panamericana de la Salud [OPS], 2005).

Posteriormente se presenta una etapa afebril que dura uno o dos dias,

seguida por la segunda fase (inmune) con una duracion entre 10 a 30 dias. Esta
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Ultima se asocia con la aparicion de anticuerpos IgM circulantes mientras las
concentraciones de la fraccion Cz del complemento se encuentran en el rango
normal. La fiebre suele ser baja y el sindrome clinico mas importante es el
compromiso meningeo, con una meningitis aséptica inespecifica de corta
duracion, nunca fatal, y por su inespecificidad suele confundirse con meningitis de

etiologia viral por pleocitocis mononuclear (Lemarroy y Carrillo, 2003).

2. Leptospirosis ictérica o Sindrome de Weil:

Forma grave, producida con mayor frecuencia por Leptospira interrogans
serovar Icterohaemorragiae. Se caracteriza por ictericia, deterioro de la funcién
renal, hemorragias, colapso vascular, alteracién de la conciencia, fiebre elevada y
continua entre 4 a 7 dias. Alrededor del 25% de los casos presentan
hepatoesplenomegalia, con bilirrubinemia con predominio de la bilirrubina directa,
sus valores suele ser mayor a 20 mg/dl, la fosfatasa alcalina moderadamente
elevada, y las transaminasas rara vez exceden 100-200 U/L. La trombocitopenia
ocurre en un 50% de los casos, relacionada estrechamente con la insuficiencia
renal, lo cual se traduce en un aumento de los valores sanguineos de urea y
creatinina, proteinuria, cilindruria y hematuria. Esta entidad posee una mortalidad
entre el 5 al 10% (Caino et al., 2006).

H. Hallazgos patoldgicos y patogénicos:

Después de que la bacteria penetra la piel, invade la corriente sanguinea y se
disemina por todo el cuerpo aungue existe tropismo por algunos érganos como el
higado, rifiones, corazén y masculo esquelético. En procesos patogénicos provocados
experimentalmente se ha observado que la patogenicidad de este microorganismo

esté ligada a la presencia fisica de lesiones. (Laguna, 2000).

Utilizando técnicas de inmunoelectromicroscopia se ha confirmado la posible
participacion de antigenos en el proceso de lesion celular del hospedero; iniciando por

la interaccién de la bacteria con la membrana celular y culminando con la penetracién
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y posterior agresion celular. La participacion de las leptospiras desempefia una funcion
destacada en la génesis de la lesidon celular, comenzando con la adhesion especifica
que se complementa con la invasion celular. Asociada a la agresion de las células
parenquimatosas; el endotelio capilar es lesionado probablemente con citotoxinas;
esto se ha observado en células endoteliales de capilares del pulmoén, rifidén y
diafragma, en donde se encuentran alteraciones mitocondriales y del reticulo
endoplasmatico semejantes a las detectadas en los hepatocitos. Con la evolucién
natural de estos fendbmenos, se instala un cuadro de anoxia tisular que agrava y
perpetla el proceso lesivo que culmina en la necrosis celular (Brito, 1968; Gamarra,
2008).

1. Hallazgos renales:

Las anomalias de la funcién renal pueden ser profundas y desproporcionadas
con respecto a los cambios histologicos observados en el rifion. EI compromiso
renal puede manifestarse desde simples alteraciones del sedimento urinario hasta
cuadros graves de insuficiencia renal aguda. Este ultimo compromiso representa
la principal causa de muerte. La insuficiencia renal es primariamente el resultado
del dafio tisular y es habitual encontrar leptospiras en la luz tubular. La causa
principal de la lesion tubular parece ser la hipoxemia o algun otro efecto toxico
directo de las leptospiras, asi como la asociacibn con inmunocomplejos
circulantes, depdésitos de componentes del complemento y cuerpos electrodensos
en los glomérulos sugestivos de glomerulonefritis por inmunocomplejos,
hipovolemia e hipotension causadas por la pérdida de volumen intravascular como
resultado de lesién endotelial, que pueden contribuir al desenvolvimiento de la
insuficiencia renal (Laguna, 2000).

Las lesiones renales suelen iniciarse dentro de los glomérulos durante la
migracion de las leptospiras, luego surgen las alteraciones de los tubulos
intersticiales, causadas por la migracion de leptospiras dentro de los capilares

peritubulares para el intersticio y tubulos, responsabilizandose por el compromiso
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renal que puede variar de simple disminucién de la funcion glomerular hasta

insuficiencia renal (Gamarra, 2008).

Hallazgos hepéticos:

En el higado, la ictericia es la manifestacion principal de las alteraciones
hepaticas, que se deben a la disfuncion hepatocelular, habitualmente sin necrosis.
El dafo hepatico en apariencia es subcelular y las leptospiras rara vez se
observan en el higado. Parecen importantes manifestaciones como las hemdlisis,
el dafio hepatocelular y la colestasis intrahepatica. La insuficiencia renal y la
reabsorcion de hemorragias parecen factores coadyuvantes. La ictericia seria el
resultado de la agresion hepatica aunque la necrosis hepatocelular no sea
prominente, concordando con los valores poco elevados de las transaminasas
séricas. La ictericia en los casos graves es muy intensa, y puede presentar una
coloracion anaranjada por lo que se le denomina cuprica o rubinica. Esta se
produce por la asociacién entre la impregnacion bilirrubinica amarilla, dilatacion y
la hiperpermeabilidad vascular que resulta en congestién y hemorragia (Laguna,
2000).

Los fendbmenos hemorragicos parecen ser secundarios de la agresion capilar.
Las espiroquetas o0 sus productos actlan sobre la pared vascular. La
trombocitopenia ha sido reconocida como factor causal basico, aunque su
presencia, asi como de la hipoprotrombinemia, representen factores mas
agravantes que determinantes. El sangrado puede resultar de disturbios de los
factores de la coagulacién o de las lesiones vasculares. En la leptospirosis han
sido descritas alteraciones en los factores de coagulacion, secundarias a
deficiencias en la sintesis hepatica o al consumo en areas de lesion endotelial. El
compromiso endotelial puede iniciar la adhesién y la agregacion plaquetaria,

activando los mecanismos de coagulacion y fibrindlisis (Laguna, 2000).
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3. Hallazgos en otros sistemas y 6rganos:

En el aparato cardiovascular, pueden aparecer manifestaciones tan simples
como alteraciones en el trazado electrocardiografico o hasta graves
complicaciones clinicas seguidas fulminantes. Varios factores son incriminados
como responsables por la agresion miocardica, entre ellos la accion directa de las
leptospiras o0 sus productos toxicos, las alteraciones inmunopatolégicas y las
metabdlicas. Brito (1967) en un estudio experimental demuestra la existencia del
antigeno de Leptospira en la luz y adosado a la pared de vasos miocardicos.
Fortaleciendo la idea de que el microorganismo lesionaria directamente a la célula
endotelial, ocasionando anoxia y muerte de la fibra miocardica. Se cree que una
fraccidn glicoprotéica de la célula leptospiral es la responsable de estos disturbios
ritmicos, ya que podria inhibir la bomba sodio-potasio ATPasa (Bal, 2005; Laguna,
2000).

Dentro de las manifestaciones oculares de esta enfermedad, la mas comun es
la hemorragia subconjuntival, sin embargo, existen otras manifestaciones como la
uveitis, que puede desarrollarse de manera aguda o cronica, hasta un afio
después de la enfermedad inicial e inclusive presentarse después de la fase
aguda; ademas se han reportado otras alteraciones como la panuveitis,
inflamacion vitrea, vasculitis, periflebitis y papilitis. La uveitis recurrente en equinos
parece involucrar la produccion de anticuerpos contra el antigeno leptospiral en
reaccion cruzada con tejidos. El dafio de la retina con uveitis tiene una relacion
con la presencia de linfocito B en la retina (Elizalde, Tenorio y Velasco, 2004;

Kalsow y Dwyer, 1998; Sandow y Ramirez, 2005).

La agresion pulmonar se manifiesta en su forma mas grave por un cuadro de
neumonia hemorragica, que al parecer se relaciona con la accion directa de una
toxina sobre la pared capilar. Las lesiones son observadas con mayor frecuencia
en la periferia y bases pulmonares como consecuencia de la abundancia de

capilares y mayor vigor de los movimientos respiratorios de esas areas. Esta grave
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agresion pulmonar puede en la realidad resultar en una reaccion de Herxheimer,
desencadenada por la liberacion de lipopolisacaridos de la pared celular de la
Leptospira. EI compromiso de otros 6rganos como las glandulas suprarrenales,
pancreas, cerebro y meninges parece obedecer a los mismos mecanismos
(Laguna, 2000).

Mecanismos de defensainmune:

La respuesta inmune inducida en la leptospirosis humana es humoral y es la
misma que en otras patologias con aparicién inicial de niveles de IgM y seguida de
anticuerpos IgG. Los anticuerpos de tipo IgM son producidos tempranamente, a los 5-
7 dias de instalada la enfermedad, sin embargo pueden aparecer a los 10 dias 0 mas.
Los anticuerpos formados tempranamente pueden reaccionan con varios serovares,
inhibiendo la multiplicacion de las leptospiras, sin eliminarlas. Pueden ser encontrados
en el suero durante 2 a 3 meses por medio de pruebas como la de MAT,
inmunohemaglutinacion o ELISA IgM, alcanzando su titulo maximo aproximadamente

a la cuarta semana (Anexo 2) (Marino, 2008).

Los anticuerpos 1gG que producen la lisis de las leptospiras aparecen durante la
segunda semana posterior a la infeccion y alcanzan su titulo maximo en las semanas
4- 12. Son los responsables de la lisis de las leptospiras circulantes, y su presencia
implica el contacto del ser humano con el agente infeccioso en algin momento de la
vida. Pueden ser detectados por medio de la prueba MAT y/o ELISA IgG, ya que
pueden perdurar por varios afios luego de exposicién natural con el agente infeccioso.
La inmunidad que se adquiere después de la infeccibn es generalmente especifica
hacia la serovariedad que la produce (Marino, 2008).

Existen pocos estudios sobre la respuesta inmune celular en pacientes con
leptospirosis, en un estudio controlado se encontré una disminucién en el numero de
linfocitos CD3+ y CD4+, con un aumento de los linfocitos B, lo que sugiere una causa

autoinmune por mimetismo molecular (Solano, Boza y Saenz, 1996).
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J. Métodos de diagnéstico:

Ademas de los datos epidemioldgicos y la sintomatologia clinica que suele ser
muy variada es necesario pruebas de laboratorio que confirmen la presencia del
microorganismo o la positividad de las pruebas serolégicas (Buchiazzo y Cafias,
2001).

1. Diagnostico clinico:
Las manifestaciones clinicas de la leptospirosis son muy variadas, por lo que
el diagnostico clinico posee un caracter presuntivo y se realiza a través de los
signos y sintomas presentes en casos sospechosos, siendo la historia de

exposicién un dato importante para plantear el posible diagnéstico (Roca, 2006).

Barrios (2010) determind que los 4 sintomas mas comunes para pacientes con
leptospirosis referidos al Laboratorio Nacional de Salud de Guatemala, fueron
fiebre (76.7%), dolor de cuerpo (60%), escalofrios (50%) y dolor de cabeza (50%).

2. Diagnostico de laboratorio:

Debido a que los sintomas de la leptospirosis no son patognomonicos, el
diagnodstico definitivo Unicamente se puede establecer mediante examenes de
laboratorio, ya sea directos o indirectos basandose en métodos bacterioldgicos y
seroldgicos (Roca, 2006).

Ademas de la deteccion del agente, suelen haber algunos hallazgos de
laboratorio que pueden ayudar a orientar sobre el diagnéstico como lo es una
leucocitosis con neutrofilia, que de ser prolongada, se presenta una anemia y
trombocitopenia. También hay una elevacion del tiempo de protrombina y de la
velocidad de eritrosedimentacion mayor a 35mm/h (Martinez, Ribo y Herranz,
1998).

Otras alteraciones encontradas son la elevacion consistente de las enzimas

hepaticas, aspartato aminotransferasa (ASAT), alanino aminotransferasa (ALAT) y
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gamma glutamil transferasa (GGT). Sin embargo también suele haber aumento en
los niveles de amilasa, lipasa, nitrdgeno de urea en sangre y un aumento
importante de la creatinfosfoquinasa (CPK) de hasta 5 veces su valor normal; todo

esto acompanado por alteraciones en el sedimento urinario (Martinez et al., 1998).

a) Métodos directos:
i. Cultivo:

El aislamiento de Leptospira por medio de cultivo es una prueba irrefutable
de la etiologia de la enfermedad permitiendo identificacion del serovar al que
pertenece, lo cual es de gran importancia epidemiolégica. Los aislamientos
pueden realizarse a través muestras de sangre y LCR (fase leptorpirémica), u

orina (fase inmune) (Anexo 2) (Naranjo et al., 2007).

Existe una amplia variedad de medios para el cultivo de leptospiras.
Algunos medios contienen de 8 a 10% de suero de conejo como o son los
medios Stuart, Korthof, Fletcher, Vervoort y Shiffner, que contienen la mas
alta concentracion de vitamina B12 ligada. Sin embargo los medios Shuffner y
Korthof poseen una alta concentracion de fosfatos que pueden precipitar y
resultan indeseable en la prueba de aglutinacion microscopica (MAT) (OMS,
2008, p. 115).

También estan el medio Tween 80/albumina, también conocido como el
medio Ellinghausen y McCullough, modificado por Johson y Harris (EMJH),
libre de proteina (para realizacion vacunas), Fletcher, y otros selectivos con 5-
fluorouracilo para el crecimiento de leptospiras. Estos medios deben
incubarse a 30°C en la oscuridad durante un tiempo 5 a 6 semanas. En los
medios semisoélidos el crecimiento de las leptospiras se observa por la
formacion de un anillo de turbidez debajo de la superficie (anillo de Dinger) de
0.5 a 1 cm de espesor que aparece entre 6 a 14 dias posteriores a su
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Observacion directa:

Se realiza para el diagnostico sugestivo de leptospirosis. Consiste en la
observacion directa de leptospiras en la muestra o en el sedimento obtenido
por centrifugacion de orina, sangre, LCR, tejido y exudados; a través de un
microscopio con condensador de campo oscuro. (OMS, 2008; Zambrano y
Araju, 2005).

Adicionalmente, las tinciones con sales de plata, rojo congo e inclusive
técnicas de inmunohistoquimica permiten la observacién del las leptospiras en
muestras histolégicas; sin embargo en estos procedimientos no es posible
distinguir las serovariedades involucradas y poseen el inconveniente de
crear confusion, debido a que requiere de destreza y experiencia por las
minimas concentracién de bacterias presentes en las muestras haciéndola
una técnica de baja sensibilidad y especificidad (OMS, 2008; Zambrano vy
Araju, 2005).

Inoculacion en animales:

Debido a que la siembra no siempre permite aislar al agente causal, se
utiliza la inoculacién en animales para aumentar el nimero de leptospiras y
para lograr aislamientos de cepas de materiales contaminados, o0 para
producir anticuerpos. Este procedimiento consiste en la inoculacién de dos
cobayos o hamsteres via intraperitoneal con un previo estudio seroldgico
negativo de los mismos. A los 5 dias se obtienen muestras de sangre que son
sembradas en medio EMJH o Fletcher y se investiga la presencia de
anticuerpos, a través de MAT. El procedimiento se repite semanalmente
durante 1 mes, luego se sacrifica al animal y se cultivan los materiales de

necropsia (higado, bazo, riidn) (Monte, s.f.).
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iv. Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR):

Es una técnica altamente especifica capaz de ampliar el ADN de
Leptospira presente en muestras de orina, LCR, tejidos y sangre, de animales
y humanos vivos o muertos. Este método posee una gran especificidad
debido al reconocimiento de género, especie y serovariedad de las
leptospiras en unas cuantas horas, sin embargo posee el inconveniente de

tener un alto costo econdmico (Caballeros y Romero, 1997).

b) Métodos indirectos:

Son técnicas seroldgicas que brindan resultados en corto tiempo, las cuales

son capaces de detectar tanto anticuerpos IgM como IgG y son las técnicas

mas utilizadas para el diagnostico de la enfermedad (Perret et al., 2005).

Hemaglutinacion indirecta:

La hemaglutinacion indirecta (HAI), determina anticuerpos totales (IgM e
IgG) por lo que no permite diferenciar infecciones recientes de pasadas. Es util
para estudios de seroprevalencia y es recomendada por el Centro de Control
de Enfermedades (CDC por sus siglas en inglés) en Atlanta para su uso en
laboratorios clinicos, por su facil manejo y por presentar una sensibilidad del

92% y una especificidad de 97% con respecto al MAT (Perret et al., 2005).

La hemaglutinacibn es una prueba rapida de bajo costo que detecta
anticuerpos IgM, y es de gran ayuda en infecciones recientes. Posee una
sensibilidad del 92% y una especificidad del 95%. Utiliza sueros pareados por
lo que debe tomarse una muestra en los primeros 7 dias de la infeccién y una

segunda a los 10 o 15 dias (Effler, Dome, Bragg, Aye y Sasaki, 2000).

. Prueba de Aglutinacién Microscopica (MAT):

Método de diagnostico estandar de referencia internacional para la

confirmacién serolégica de una infeccion reciente y pasada de leptospirosis.
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Técnica capaz de detecta anticuerpos contra Leptospira de tipo IgG e IgM en

el suero analizado (Navarro, Gonzalez, Sanchéz y Garcia, 2004).

Ademas de ser util para la identificacion y clasificacion de aislamientos de
Leptospira spp., provenientes de diferentes tipos de muestras mediante la
utilizacion de antisueros policlonales o monoclonales anti Leptospira
producidos comercialmente. Y también se emplea para evaluar cualquier otro
método serolégico que se pueda ser utilizado para el diagnéstico de la

leptospirosis (Navarro et al., 2004).

La prueba de MAT consiste en la mezcla de diluciones seriadas del suero
del paciente con cultivos de Leptospira de distintos serovares en placas de
microtitulaciéon o en tubos. Las mezclas de suero con los antigenos de
Leptospira se dejan reaccionar por 2 a 4 horas a 30°C. El grado de
aglutinacion y el titulo final se determina examinando cada mezcla por

microscopia de campo oscuro (Perret et al., 2005).

El CDC de Atlanta al igual que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
define un caso probable de leptospirosis, al hallazgo de un titulo mayor o igual
a 1:100, en conjunto con la enfermedad clinica compatible. Esta metodologia
posee varias desventajas entre éstas, el hecho que se encuentra restringida a
laboratorios capaces de mantener cepas viables con buen crecimiento y libres
de contaminacion; ademas el ser una técnica muy compleja de controlar,
ejecutar e interpretar. Y debido a la gran cantidad de reacciones cruzadas que
ocurre en los serogrupos especialmente en muestras recolectadas en la fase
aguda, se tiene el inconveniente de requerir de sueros pareados para

confirmar la confirmacién del diagnéstico (Caballero y Romero, 1997).

Direccion General de Investigacion .DG.

21



Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA):

Consiste en la combinacion entre los anticuerpos presentes en la muestra
y el antigeno de Leptospira que se encuentra fijado a los micropocillos de
poliestireno, seguido de la remocién del suero residual por medio de lavados
seriados, procedido por la adicién del conjugado antihumano ligado a una
enzima (generalmente peroxidasa) , para una posterior incubacion seguida
de una serie de lavados; Subsecuente a la adicion del sustrato (peréxido de
hidrégeno) y un cromégeno; hace que el sustrato sea hidrolizado por las
enzimas y el cromégeno varié de color, haciendo que la intensidad del color
final sea directamente proporcional a la concentracion de anticuerpos anti

Leptospira presentes en la muestra (Laguna, 2000).

A pesar de ser una prueba altamente sensible, es necesario confirmar los
resultados positivos con la prueba de MAT. La determinacion de anticuerpos
tipo IgM se utilizan para deteccidon de leptospirosis aguda, mientras que la
deteccion del tipo 1gG es utilizada para estudios epidemiolégicos (Laguna,
2000).

. Inmunocromatografia de fase solida:

Inmunoensayo que contiene un antigeno de Leptospira inmovilizado
sobre una membrana de nitrocelulosa, sobre la que se aplica el suero del
paciente. Si éste contiene anticuerpos tipo IgM contra Leptospira se formara
un complejo antigeno-anticuerpo, el cual es revelado por la aparicion de una
linea al agregar un anticuerpo anti-lgM humano marcado con particulas de oro
rojo coloidal. Estudios han reportado que la sensibilidad de esta técnica oscila
desde 60 hasta 93% y su especificidad desde 88 hasta 94% dependiendo de
la etapa del paciente (Perret et al., 2005; Rodriguez et al., 2002).
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K. Diagndstico diferencial:

El diagnostico de leptospirosis debe ser realizado en todo paciente con fiebre,
mialgias, dolores musculares, ictericia, anorexia, diarrea, tos y malestar general. Las
manifestaciones son superponibles con otras enfermedades. Por lo que la mayoria de
los errores de diagndstico pueden evitarse con la realizacion de una historia clinica y

examen fisico detallado (Laguna, 2000).

La leptospirosis debe distinguirse de otras enfermedades febriles de similar
sintomatologia como la fiebre amarilla, especialmente durante el periodo viremico. Sin
embargo la fiebre amarilla tiene una duracién mucho mas corta y de mayor intensidad
con una fase toxémica que presenta vomito negro. También suele confundirse con
dengue, reportado mayormente por datos epidemiol6gicos, pero éste suele presenta
dolores musculares mas intensos. También suele confundirse con hepatitis viral pero
a diferencia de la leptospirosis, ésta no presenta compromiso renal. En la
meningoencefalitis a diferencia de la leptospirosis los andlisis del LCR presenta
leucocitosis con hipoglucorraquia. Y finalmente puede distinguirse de la malaria
mediante la curva térmica que presenta esta enfermedad. Existen muchos otros
diagnésticos diferenciales como colecistitis, infecciones respiratorias, rubéola,
pielonefritis, sepsis, brucelosis con ictericia, sepsis bacteriana, enfermedad de los
legionarios, brucelosis, borreliosis, meningitis aséptica, fiebre tifoidea, toxoplasmosis,
mononucleosis infecciosa y endocarditis; sin embargo el examen clinico
epidemioldgico sera de gran utilidad en el diagndstico diferencial de la enfermedad
(Laguna, 2000).

L. Tratamiento:
El tratamiento se basa principalmente en la terapia de soporte, controlando el
desequilibrio electrolitico. El objetivo primordial para el tratamiento es controlar la
infeccion antes de que suceda un dafio irreparable en el higado y/o en el rifién. El

tratamiento antibiotico debe iniciarse rapidamente a medida de evitar lesiones en
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tejidos; mientras que el manejo de casos moderados a graves debe de realizarse en

forma hospitalaria (Buschiazzo y Carias, 2001).

Existe controversia con respecto a la eficiencia del tratamiento antimicrobiano en
la leptospirosis febril leve, por lo que los cuadros mas leves es posible que no
requieran tratamiento alguno. Sin embargo en casos graves es fundamental la
administracion de antibioticos, siendo el tratamiento de eleccién en mayores de 8 afos
la doxiciclina 100 mg. También se puede utilizar penicilina G en 1.5 millones 6
tetraciclina 500 mg. En menores de 8 afos se recomienda amoxicilina de 30 a 50
mg/Kg o ampicilina 50mg/Kg (Buschiazzo y Cafas, 2001).

Por lo general la enfermedad deja secuelas temporales, como lo son lesiones en
conductos urinario; lugar donde se implantan organismos coliformes, provocando
pielonefritis por lo que varios autores refieren la administracion profilactica de sales de
acido nalidixico en dosis bajas durante un tiempo prolongado de acuerdo a la
evolucién del padecimiento. En los casos en que los antibidticos u otros medicamentos
no pueden ser utilizados se utiliza gama globulina con anticuerpos antileptospira
(Buschiazzo y Cafas, 2001).

. Distribucion y epidemiologia:

La leptospirosis es una enfermedad cosmopolita, tanto para animales como para
humanos que se presenta durante todo el afio, pero con una mayor incidencia en los
meses de lluvia. En el hombre por lo general es una enfermedad de tipo ocupacional
con una mayor frecuencia en agricultores, ganaderos, porcicultores, mineros,
veterinarios y trabajadores de la industria de la carne y la leche. En algunos paises la
leptospirosis se considera una enfermedad rara, sin embargo esto seguramente se

relaciona a su poca investigacion (Caballeros y Romero, 1997).

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) indica que existen multiples

factores que intervienen en el mantenimiento, emergencia y reemergencia de esta
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enfermedad, como por ejemplo el cambio climatico, el crecimiento demografico, el
comportamiento humano, la urbanizacion descontrolada a zonas periféricas sin
saneamiento, el agua potable, la crisis econdmica, los criaderos clandestinos de
animales, las construccion de viviendas precarias en terrenos inundables que llevan a
trasladar la presencia de Leptospira a zonas suburbanas e inclusive urbanas (OPS,
2005).

Las leptospiras infectan a muchos tipos de animales domésticos y salvajes, y
existen suelen existir asociaciones entre los serotipos y las especies de animales; sin
embargo diferentes serotipos de leptospiras pueden ser transportados por un solo
género de animal y un solo tipo puede ser asociado con mas de un hospedero. En
general, los reservorios animales (roedores y animales silvestres como topillo, erizo,
mapache, etc.) no son sintomaticos y no desarrollan anticuerpos a pesar de una

infeccion abrumadora (Koneman et al., 2003).

El nidmero de casos reportados en el mundo no es del todo preciso, pero se
calcula que la incidencia de casos se encuentra en un rango de 0.1 a 1 personas por
100,000 personas al afio en climas templados y de 10 a 100 personas por 100,000 en

paises que van desde climas humedos a tropicales (OMS, 2008).

En 1868 el doctor Francisco Navarro y Valdés sospechd de la leptospirosis y
expuso sus primeras referencias en su tesis doctoral “La fiebre biliosa de los paises
calidos no es la fiebre amarilla, sino una fiebre icterohemorragica precedida por fiebre
gue es padecida por individuos radicados en lugares pantanosos y que aparece en

ciertas épocas del afio” (Citado en Alonso, Gomez y Cruz, 2000, p. 27).

En 1883, Louis Landzouzy fue el primero en reconocer y describir la leptospirosis
humana como una entidad clinica distinta. Tres aflos mas tarde Aldolf Weil observo en
trabajadores agricolas de Alemania la enfermedad caracterizada por fiebre, ictericia,

hemorragia, insuficiencia hepatica y renal, que posteriormente en 1888 se llamé
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enfermedad de Weil en honor al destacado investigador quien la caracterizé como una

enfermedad grave de alta mortalidad (Citado en Alonso et al., 2000).

El primer aislamiento de Leptospira en humanos se realizé en Japon en el afio de
1917, en un paciente que presentaba ictericia y hemorragia, razén por la que se le
llamé icterohaemorrhagiae; y es a partir de entonces que se han reportado trabajos de
investigacion epidemiolégica sobre la enfermedad (Alonso et al., 2000).

La leptospirosis tiene una distribucién mundial, por lo que puede observarse su
evolucion en todos los continentes, incluso en Europa, un continente de gran
desarrollo econdmico. Rosselin et al., (Citado en Alonso et al., 2000) en Gran Bretafia
durante el periodo de 1991 a 1995 diagnosticé un promedio de 30 casos anuales, en
Francia entre 1970 y 1993. Estavoyer, Lervy y Couetdie detectaron alrededor de 154
casos con mayor incidencia en los meses de julio a septiembre y relacionandolos con

actividades acuéaticas y recreativas (Citado en Alonso et al., 2000).

En el continente asiatico, China constituye un pais endémico, en el cual Hun Jing
realizé un estudio de 1960 hasta 1995, encontrando que el 74.8% de los campesinos
son afectados por leptospirosis. En la India entre 1991 y 1992 se produjo un total de
477 casos de leptospirosis, segun un estudio de Chandrasekarza, Mallika vy
Pankajalakshmi. En el afio de 1996 en Pakistan se realiz6 un estudio por parte de
cientificos norteamericanos descubriendo que la enfermedad es prevalente en el
sudeste asiatico y en el medio oeste del continente, asi como en el norte de Pakistan.
En 1990 Myburg y Otto identificaron titulos de anticuerpos anti-Leptospira en ganado
bovino sudafricano y en un estudio realizado en Oceania durante 1990 a 1995
Smythe, Dohort, Norris y Symond encontraron que los trabajadores de la industria de
banano son los mas afectados por esta bacteria; siendo esta una ocupacion no

tradicional (Citado en Alonso et al., 2000).
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Tradicionalmente la leptospirosis fue considerada una enfermedad ocupacional,
pero en la década de 1970 en Estados Unidos, se demostro que solamente el 30% de
los individuos infectados tuvieron una exposicion durante su trabajo. Dentro de la
poblacion infectada se encontraron nifios, amas de casa y personas retiradas o
desempleadas. Ademas se sugirid6 que los que reportaron mayor tiempo libre e
incursiones en medios rurales incrementaron la probabilidad de exposicion casual y se
informo leptospirosis en asociacion con la practica de navegacion en kayaks. En
Hawaii se asocio la leptospirosis con la presencia de agua de lluvia estancada, el
contacto de bovinos y su orina o la manipulacién de tejidos animales (Koneman et al.,
2003).

Segun datos del programa de Zoonosis OMS (1998), la leptospirosis es una
enfermedad endémica en diferentes paises de América Latina como Brasil, Peru,
Ecuador, Bolivia, Nicaragua, Honduras, Barbados y México; en donde se reportan
casos tanto en animales como en humanos. Después del huracan Mitch, Nicaragua
reportd 523 casos sospechosos de leptospirosis y 7 defunciones por esta entidad,
para una tasa de letalidad de 1.3%. Mientras que en Chile se reporta una frecuencia
anual de 400 casos. En Brasil mas de 300 casos de leptospirosis humana son
identificados cada afio durante estaciones de lluvia y el 15% de estos mueren (citado
en Reyes, 2010).

A finales del mes de septiembre del afio 2010, el Ministerio de Salud de Nicaragua
(MINSA) declar6 una alerta epidemiolégica ante los efectos de las lluvias e
inundaciones. El 24 de septiembre de este afio, se detect6 en la provincia de Leon el
primero de los 510 casos reportados de leptospirosis. Inmediatamente el gobierno
declar6 la alerta sanitaria y activacion de un plan de contingencia para enfrentar el
brote que afecté a 14 departamentos del pais provocando la muerte de 16 personas y
el suministro de terapia profilactica a 2.828,512 personas de los lugares afectados
(Ministerio de Salud de Nicaragua, 2010).
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N. Medidas de control y prevencion:

La profilaxis sanitaria es esencial en el control de la leptospirosis en una poblacion
humana, y deben basarse en dos puntos esenciales: el control de hospedadores de
mantenimiento silvestres y el control de hospedaderos domésticos. Las medidas
recomendadas por la Organizacion Panamericana de la Salud en el 2005 fueron:

1. Educacién y difusion a las poblaciones de alto riesgo sobre la forma de
transmision de la enfermedad.

2. Higiene personal y del ambiente doméstico, para evitar el ingreso de animales al
interior de las viviendas.

3. Buen drenaje o relleno de terrenos bajos o facilmente inundables de residuos
liquidos y agua pluviales.

4. Se debe evitar bafarse en agua de rios, charcos y lagunas posiblemente
contaminados.

5. Disposicién, colecta y eliminacién adecuada de la basura.

6. Aislamiento y vacunacion de los animales domeésticos.

7. Drenaje, canalizacibn de cursos o0 espejos de agua que tienden a provocar
inundaciones o que representen posible focos de esta enfermedad.

8. Realizacion de estudios epidemiolégicos para conocer la prevalencia de la
enfermedad en las especies, asi como el serovar circulante.

9. Uso de proteccién adecuada en caso que sea el trabajo el que obliga a dicha
exposicion. La proteccion debe ser por medio de guantes, botas, delantal a todos
los que puedan tener una exposicion laboral.

10. Identificar aguas y suelos que puedan estar contaminados.

11. Realizar programas de control de roedores y desratizacion.

O. Leptospirosis en Guatemala:
Torres (1982), detecté y confirmd el primer caso de leptospirosis humana en
Guatemala. El diagnodstico fue realizado en la etapa aguda, logrando detectar el
agente etiolégico tanto en orina como en plasma heparinizado, a través de la

observacion directa en campo oscuro. Ademas logro el aislamiento de la Leptospira
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en varios hemocultivos y determinar la presencia de inmunoglobulinas anti Leptospira
a través de pruebas de aglutinacion. El suero fue enviado al CDC de Atlanta, donde
Suizel confirmd el hallazgo y lo identificO mediante la Prueba de Aglutinacion

Microscopica (MAT), reportando Leptospira interrogans serovariedad Coppenagheni.

Segun datos del Laboratorio Nacional de Salud (LNS) del Ministerio de Salud
Pulblica y Asistencia Social de Guatemala, de 1998 al afio 2005 se analizaron 447
casos sospechosos de leptospirosis, provenientes de diferentes departamentos de los
cuales 25 (5.6%) fueron positivos para anticuerpos IgM contra Leptospira. El 40% de
éstas muestras procedian de lzabal, 32% de la ciudad de Guatemala, 12% de San
Marcos, 4% Zacapa, 4% Sacatepéquez y 4% de Escuintla (Unidad de Vigilancia

Epidemiologica, 2006).

Orantes (2003), realizé una comparacioén entre los métodos de microscopia de
campo oscuro y aglutinacion en latex comparado con el ELISA IgM para el diagndstico
de leptospirosis en pacientes que asistieron a la emergencia del Hospital San Juan de
Dios. Se determind que el 73.33% de los pacientes que presentaron el cuadro clinico
presuntivo de Leptospira fueron positivos para las pruebas realizadas, sin embargo
cabe mencionar que las pruebas utilizadas poseen una baja especificidad y no se
utilizé la prueba de MAT para la confirmacion de estos casos.

Estrada durante el afio 2003, realizé un estudio en muestras de sueros de
pacientes con enfermedad febril referidos al laboratorio de Vigilancia Epidemiolégica
del Area de Salud de Escuintla, de las cuales el 9.52% fueron positivas con la prueba
de ELISA IgM, los que posteriormente fueron confirmados por MAT presentando

todos anticuerpos contra el serovar Icterohaemorrhagiae.

Sikahall en el aflo 2006 estandarizo la prueba de MAT para el diagnéstico de
leptospirosis humana, tomando 4 grupos poblacionales de 30 muestras cada uno. El

25% fueron positivas a Leptospira interrogans por dicha metodologia y la distribucion
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de serovariedades fue Icterohaemorrhagiae 63.64%, Canicola 24.24%, Pomona
6.06%, Bataviae 3.03% y Pyrogenes 3.03%.

Durante el afio 2007 Zelaya et al., detectaron la presencia de anticuerpos contra
Leptospira en pobladores y animales domésticos de la aldea El Milagro en Masagua
Escuintla; empleando las pruebas de ELISA IgG y MAT, logrando establecer una
seroprevalencia en personas mayores de 15 afios de 51.8%. La seroprevalencia en
especies animales fue especialmente alta en poblacion canina 58%, en suinos 36% y
en bovinos 13.2%. Se realiz6 un muestreo de agua en 7 diferentes lugares de la
comunidad las cuales fueron procesadas y sembradas en 3 diluciones en el medio
EMJH con 5-fluoracilo y Fletcher, de estas muestras 4 lugares fueron positivos para

Leptospira spp. y en 3 de ellas se detectd Leptospira interrogans por medio de PCR.

Galindo en el afio 2008 determiné la presencia de de anticuerpos contra
Leptospira en donadores de sangre del Hospital San Juan de Dios, mediante la prueba
de MAT, estableciendo que 12.86% fueron reactivas, encontrando una distribucion por
serogrupos de 27.27% Icterohaemorragiae, 27.27% Hebdomadis, 18.18% Sejroe,
13.64% Canicola y 13.64% Betavie, demostrando que la enfermedad es mas frecuente

de lo que se sospecha en la poblacién estudiada.

Barrios (2009) en un estudio realizado con 182 sueros de pacientes que
presentaron sintomatologia sospechosa de dengue en los dos hospitales nacionales
de la ciudad capital, determiné que el 38.5% de los sueros con serologia negativa para
dengue (9.9% del total) presentaron anticuerpos anti-Leptospira por medio de MAT.
Asi mismo, determino que los serogrupos mas frecuentes fueron Pyrogenes, Canicola,

Hebdomadis, Icterohaemorrahagiae y Serjoe.

. Leptospirosis en comunidades urbanas de escasos recursos:
Un estudio realizado por Agudelo et al., en el afio 2000 en Aruba, Colombia sobre

la seroprevalencia y factores de riesgo en poblacién urbana, indicé una seropositividad
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para anticuerpos IgG de 12,5%, encontrando una mayor frecuencia en personas entre
20 a 44 afios y un predominio de positividad en hombres con un 15.1% contra un
10.6% en mujeres. El oficio de mayor prevalencia fue el de los no especificos seguido
por desempleados, ama de casa y agricultor. Con respecto a la vivienda se encontrd
un porcentaje de seroposividad semejante entre personas que habitaban viviendas de
construccion inadecuada con aquellas que tenian una construccion adecuada. Los
serovares mas comunes, detectados por de la prueba de MAT en las muestras

positivas fueron Grippotyphosa, Pomona, Canicola, Bratislava.

Perret et al., en el afio 2002 en su estudio sobre la prevalencia y presencia de
factores de riesgo de leptospirosis en una poblacion de riesgo de la region
metropolitana de Chile encontré una prevalencia de 3.3% significativamente menor a
la encontrada en un estudio anterior que encontr6 un 22% de seropositividad. La
principal diferencia entre estos estudios fue que el estudio con mayor seropositividad

incluyd trabajadores agricolas y trabajadores de mataderos.

En el afio 2004 se realiz6 un estudio sobre seroprevalencia de leptospirosis en
personas asintomaticas en las localidades dedicadas al comercio y la agricultura de la
provincia de Coronel Portillo del departamento de Ucayali, Peru; en el cual Céspedes
et al., determiné una positividad de anticuerpos totales contra Leptospira de 31.3%.
Los serovares mas frecuentes fueron Bratislava y Georgia. Los probables factores
asociados a la positividad de anticuerpos fueron la forma de almacenar alimentos en el

hogar, ser agricultor u obrero y eliminar la basura en campos abiertos.

Rodriguez (2007) establecid la seropositividad de Leptospira en trabajadores de
rastros de Tamaulipas, México entre el afio 2005 y 2006, encontrando una
seropositividad de 7.6% a un 15.5% en los diferentes municipios, ademas de encontrar
diferencias significativas entre aquellos que estaban en contacto con la orina del

animal al momento del sacrificio. Los serovares predominantes fueron Bratislava y
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En el aflo 2006, Benavides, Lopez y Torres, establecieron los niveles de
anticuerpos contra Leptospira en una poblacién aparentemente sana de la ciudad de
México, tomando sueros de donadores que acudieron a la Cruz Roja, obteniendo una
positividad de 13.7%, detectando nueve serovariedades que fueron Pomona,
Grippotyphosa, Hardjo, Shermani, Icterohaemorrhagiae, Pyrogenes, Autumnalis y
Tarassovi. Lo que indica que en la ciudad de México y las zonas contiguas pueden

considerarse zonas endémicas con relacion a Leptospira

Estudios realizados en Cali, Colombia durante el afio 2006 sobre Leptospira
indican una seroprevalencia de 23.3%, presentando la mayor frecuencia en personas
mayores de 57 afios y significativamente mayor en hombres que en mujeres; ademas
de encontrar una asociacion entre la seropositividad y el contacto con animales (Ferro,
et al., 2006).
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IV. JUSTIFICACION

Guatemala presenta una ubicacion geogréfica que le hace centro de fendbmenos
pluviales frecuentes y una poblacion cuyas condiciones socioeconomicas favorecen la
propagacion de enfermedades infecciosas como la leptospirosis humana de forma
permanente, aun cuando su diagnéstico no sea una practica frecuente en el sistema de
salud y su vigilancia presenta un subregistro de casos que no permite evidenciar
claramente la magnitud del problema.

La leptospirosis humana ha sido una enfermedad asociada a poblaciones de escasos
recursos, de zonas urbanas y rurales con malas condiciones sanitarias. Por lo que
sectores periurbanos como los asentamientos en donde existe hacinamiento de viviendas,
alta densidad de perros callejeros, basureros clandestinos y exposicibn con aguas
contaminadas reunen las condiciones favorables para la exposicion y transmision de la

leptospirosis.

La ciudad de Guatemala tiene alrededor de 400 asentamientos, 200 de ellos con
condiciones sanitarias precarias, pero no se ha realizado ningun estudio hasta el momento
que permita evaluar la exposicion a enfermedades infecciosas, como la leptospirosis en
estas poblaciones de alto riesgo. Esto demuestra la necesidad de establecer el
comportamiento, impacto, factores de riesgo asociados y magnitud de la infeccidon por
Leptospira en estos sectores de la poblacién guatemalteca (Lucas, Gandara vy Linares,
2003).

El asentamiento 15 de Enero, se encuentra en 12. Calle “A” y 23 Avenida de la zona
1 de la ciudad de Guatemala. Su ubicacion topogréafica es altamente riesgosa, pues se
ubica entre laderas y un zanjon de aguas negras que desemboca en el rio Las Vacas. La
calle principal es la Unica via de concreto, pero es ahi en donde abundan las excretas de
animales domésticos y callejeros como perros, gatos y aves. Cuenta con servicios de
drenajes, agua potable y extraccion de basura, pero a pesar de esto existe acumulacion

de basura y drenajes superficiales en sus alrededores. (Escuela Nacional de Enfermeria,

2010).
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V. OBJETIVOS

A. General:
Determinar la seroprevalencia de la leptospirosis humana en las personas que habitan
en un asentamiento de la ciudad de Guatemala.
B. Especificos:
1. Determinar la prevalencia de anticuerpos IgG anti Leptospira en los habitantes del
asentamiento, a través de los métodos ELISA y Microaglutinacion (método de

referencia).

2. Determinar los serovares de Leptospira spp. circulantes en el asentamiento 15 de

Enero, mediante la prueba de Microaglutinacion.

3. Describir las caracteristicas socio demogréficas de la poblacion.

4. Describir los factores asociados que contribuyen a la exposicion con Leptospira
spp. en esta poblacién.
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VI. HIPOTESIS

Este estudio no presenta hipotesis por ser de tipo descriptivo.

Direccion General de Investigacion .DG.

35



VIl. METODOLOGIA

A. Universo y muestra de trabajo:

1.

Universo:
Habitantes del asentamiento 15 de Enero ubicado en la zona 1 de la cuidad
Guatemala, departamento de Guatemala.

Muestra:
119 habitantes del asentamiento 15 de Enero que aceptaron participar y cumplieron
con los criterios de inclusion en el estudio (célculo de muestra poblacional con un

intervalo de confianza del 95% y porcentaje de error del 10%) (Anexo 3).

B. Recursos:

1.

2.

a)

b)

Humanos:
Lic. Maria Luisa Garcia de Lépez (Coordinadora)
Br. Mariana Elizabeth Herrera Garcia (Auxiliar de investigacion II)
Br. Aliz Marisol Pérez Vasquez (Auxiliar de investigacion Il)
Lic. Leticia del Carmen Castillo Signor (Colaboradora)

Lic. Ronald Omar Kestler Ordofiez (Colaborador)

Institucionales:
Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala.
Direccion General de Investigacion (DIGI) de la Universidad de San Carlos de
Guatemala.
Laboratorio Nacional de Salud, Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social.
Alcaldia Auxiliar del Distrito No. 10, Municipalidad de la Ciudad de Guatemala.
Direccion de Salud y Bienestar Municipal, Municipalidad de la Ciudad de
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3. Fisicos:

a) Materiales y suministros de laboratorio:

Guantes de latex.

Pipetas automaticas de volumen variable 10 - 100 ul y de 200 - 1000 pl.
Puntas de pipeta desechables.

Pipetas de vidriode 1,5y 10 mL

Liga de hule.

Agujas Vacutainer® 21 x 1% G.

Camisa para Vacutainer®.

Tubos Vacutainer® de tapon rojo con capacidad de 10 cc al vacio.
Jeringas con aguja 21 x1% G.

Papel mayordomo.

Algodon.

Fichas de recoleccion de datos.

Hojas de consentimiento informado.

Marcador indeleble negro.

Tubos de vidrio de 16-150 mL con tapon de rosca.

Pipetas Pasteur de vidrio.

Portaobjetos de vidrio de 76 x 26 x 1 mm.

Placas de poliestireno con pozos de capacidad minima de 300 pL
Bulbos y pipeteadores

Matraces de 250, 500 y 1000 mL

Probetas

Hieleras para el traslado de muestras.

Guardianes para el descarte de material punzocortantes.

b) Reactivos:

Kit ELISA DRG® para la determinacién de Anticuerpos IgG contra Leptospira
en suero Humano.
Medio EMJH.
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- Medio Fletcher.

- Veinte serogrupos de Leptospira spp. (Anexo 4).
- Solucién de amonio cuaternario

- Solucion de fenol al 5%

- Suero de conejo

- Extran

- Etanol al 70%

- Piruvato de Sodio

- Albdmina Bovina

- Vitamina B12

- Buffer fosfato salino (PBS, pH 7.2 — 7.4)

c) Equipo:
- Refrigeradora.
- Incubadoras de temperatura 30° y 37° C.
- Lavador y lector automético de placas de ELISA.
- Pipetas multicanal de volumen variable 50-200 uL
- Pipetas automaticas de volumen variable de 10 — 100 uL
- Pipetas automaticas de volumen variable de 100 — 1000 uL
- Centrifuga.
- Bomba de vacio.
- Autoclave.
- Microscopio de Campo Oscuro.
- Cabina de seguridad biolégica tipo Il.
- Balanza analitica.
- Potenciometro.
- Bafo Maria.
- Filtros con membrana de acetato de celulosa de 22 um.
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C. Métodos:

1. Alianzas estratégicas:

a)

b)

f)

Reunion de presentacion del estudio en la Direccion de Salud y Bienestar
Municipal de la Municipalidad de Guatemala.

Presentacion de plan de investigacion y compromiso de la Direccion de Salud y
Bienestar Municipal de la Municipalidad de Guatemala en el acompafiamiento de
la investigacion, y colaboracion en el acercamiento a vecinos del Asentamiento 15
de Enero.

Presentacion del estudio ante el Observatorio de Salud Urbana, coordinado por la
Municipalidad de Guatemala y la Direccion General de Investigacion.

Presentacion de plan de investigacion a Dr. Jorge Luis De Ledn Arana, Director de
la Direccion General de Investigacion para solicitud del financiamiento de la
investigacion.

Coordinacion con Alcaldia Auxiliar del Distrito No.10 para acercamiento a lideres
del lugar.

Acercamiento a lideres locales para acercamiento a la comunidad y coordinacion

para realizacion de estudio.

2. Trabajo de campo:

a) Consideraciones éticas:

Inicialmente se brindé toda la informacion necesaria para que los lideres y
vecinos del asentamiento comprendieran la importancia de la prevencion de la
leptospirosis y su participacion en el estudio, a través de una presentacion en la
que se utilizaron afiches y material informativo escrito. Posterior a esta
reunion, se realizo la convocatoria para la participacion de la comunidad en el
estudio y la toma de muestra venosa con a las personas que aceptaron

participar.

Previo a la extraccion de sangre, se realizé la lectura del consentimiento

informado de forma individual. Para la aceptacién se requirié la firma o huella
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digital para adultos mayores de 15 afios. En menores de 15 afios fue necesaria

la firma uno de los padres o encargado del menor (Anexo 6).

Todos los datos fueron recolectados en la ficha de datos socio
demogréficos fueron estrictamente confidenciales y Unicamente tuvieron acceso

a ellos las investigadoras del estudio.

Por la participacién en este estudio no se brindé ninguna remuneracion o
pago y de ninguna forma se coacciond a la persona para que aceptara

participar en el mismo.

Los sueros recolectados para este estudio no seran utilizados en ningun
otro tipo de estudio, por lo que fueron descartados después de finalizado el
analisis correspondiente de los mismos. Las muestras que fueron preservadas

se utilizan Unicamente como controles internos de calidad.

b) Validacion de la encuesta en la poblacion:

En primera instancia se realiz6 un acercamiento con lideres locales del
asentamiento para la presentacion del estudio, solicitud de colaboracion y
coordinacion. En esta reunidon se evalué la comprension de la encuesta
preparada para el estudio con 10 personas de la comunidad elegidas al azar, y

se modificaron aquellas preguntas cuya comprensién fue motivo de confusién.

Toma de muestra:
Posterior a la lectura y aceptacion del consentimiento informado se procedio
a la extraccion de sangre venosa segun la siguiente metodologia:
i. Identificacion del tubo de recoleccion de la muestra con el numero
correlativo correspondiente.
ii. Preparacion del brazo en posicion extendida y con la ligadura cuatro dedos
arriba del codo.
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iii. Localizacidon de la vena y asepsia adecuada con alcohol al 70%.

iv. Venipuncién e introduccion del tubo de vacio para recoleccion de
aproximadamente 6 mL de sangre venosa.

v. Liberacion de la ligadura y retiro del tubo homogenizando la muestra
girando lentamente el tubo 4 veces.

vi. Extraccion cuidadosa de la aguja del brazo, colocando un trozo de algodéon
seco en el area de la puncion.

vii. Descarte de material utilizado en recipientes adecuados.

d) Recoleccion de variables demogréficas:

Una vez realizada la toma de muestra venosa, se procedié a la recoleccion
de datos demograficos mediante la ficha de recoleccion validada con
anterioridad (Anexo 5). La ficha fue identificada con el mismo cédigo asignado

al consentimiento informado y muestra de la persona.

La ficha fue llenada a mano por el entrevistador, quién realizé las preguntas
correspondientes, y observdé aquellas variables que lo permitieron.
Posteriormente los datos fueron ingresados a la base de datos electronica

creada en programa Epilnfo.

Transporte y almacenamiento de muestras:

Los tubos correspondientes fueron colocados en gradillas dentro de hieleras
con una temperatura aproximada debe ser de 4-8 °C  para su transporte al
laboratorio; en el cual se procedidé a la obtencion de suero en los siguientes
pasos:

i. Centrifugacion de las muestras por 10 minutos a 5000 rpm.
ii. Separacion de suero, transfiriendo dos alicuotas de 500 uyL a viales
identificados adecuadamente.

iii. Almacenamiento a -20° C hasta su procesamiento.
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3. Métodos de laboratorio:

a) Elaboracién de medios de cultivo:

Elaboracion del medio EMJH (Ellinghausen-McCollough, modificado por

Johnson y Harris) (Hartskeerl et al., 2006):

El medio basal se preparé disolviendo 1.2 g del medio comercial en 500 mL
de agua destilada.

Se esterilizd por 15 minutos a 121°C y se enfri6 hasta temperatura
ambiente.

Posteriormente se agrego de forma aséptica el suplemento en una relacion
9:1 con el medio basal (Anexo 7).

Se realiz6 filtracion del medio con membrana de acetato de celulosa de
0.22 pm.

Se ajustd el pH a 7.4 con soluciones de NaOH 1N o HCI 1N cuando se
requirio.

El medio fue distribuido en volimenes de 5 mL en tubos de vidrio de 16 x
150 mL con tapon de rosca estériles.

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

El medio se almacend en refrigeracién a 4°C hasta su utilizacion.

. Elaboracion del medio Fletcher (Hartskeerl et al., 2006):

El medio basal se prepar6 segun indicaciones del medio comercial.

Se esterilizd por 15 minutos a 121°C y se enfrié a temperatura ambiente.
Posteriormente se agreg6 de forma aséptica suero de conejo, en cantidad
necesaria para alcanzar un 10% final.

El medio fue distribuido en volimenes de 8 mL en tubos de vidrio de 16 x
150 mL con tapon de rosca estériles.

Se realizaron tres controles de calidad a temperatura ambiente, 30°y 37° C.

El medio se almacend en refrigeracién a 4°C hasta su utilizacion.
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b) Mantenimiento del cepario:

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

Con pipetas Pasteur estériles se tomé aproximadamente 1 mL del “anillo de
Dinger” formado entre la parte media y superficie del medio Fletcher.

Se inocularon aproximadamente 0.5 mL (10 gotas aproximadamente) del
contenido de la pipeta resbalando por las paredes del tubo con medio
EMJH, evitando tocar el medio para evitar la contaminacion.

Se incubaron los tubos inoculados a 30°C por 5-7 dias. Registrando
diariamente la temperatura para un mejor desarrollo de la cepa, y
aceptando una variacién no mayor a +1°C.

Los cultivos fueron supervisados periddicamente para observar crecimiento
macroscopico y ausencia de contaminacion.

Una vez obtenido crecimiento, se inoculd de igual forma el medio Fletcher,
y se incub6 a 30°C por 15-22 dias, registrando diariamente el control de la
temperatura, para un mejor desarrollo de la cepa.

Este procedimiento se realizO de forma trimestral para un adecuado
mantenimiento de las cepas de Leptospira.

c) Determinacion de anticuerpos IgG mediante ELISA:

i. Preparacion de reactivos (DRG International Inc., 2010):

Todos los reactivos se llevaron a temperatura ambiente para su utilizacion.
Se prepar6 una solucion de lavado con 25 mL de soluciéon diluyente y 475

mL de agua destilada; y se colocé en valvula del lavador automatico.

ii. Desarrollo de la prueba (DRG International Inc., 2010):

Las muestras fueron descongeladas y homogenizadas en vortex.
Se rotularon tubos de ensayo con el niumero de muestra correspondiente.

Se agregaron 390 pL de diluyente a cada tubo de ensayo previamente
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- Se afadieron 10 pL de la muestra correspondiente (dilucion 1:40).

- Los pozos utilizados fueron colocados en la placa de sostén.

- Se colocaron 100 pL de control negativo en el pozo Al, y otros 100 pL de
control positivo en el pozo B1.

- Posteriormente se colocaron 100 pL de los sueros previamente diluidos en
los pozos siguientes, anotando en la hoja de registro correspondiente el
namero de muestra.

- Seincubd atemperatura ambiente por 10 minutos.

- Se realizaron lavados 3 veces con solucion de lavado en lavador
automaético.

- Los pozos se sacudieron contra un papel absorbente hasta remover la
totalidad del liquido.

- Se afadieron dos gotas de conjugado a cada uno de los pozos y se
incubaron por 10 minutos.

- Posteriormente se realizaron nuevamente 3 lavados con solucion de lavado
en lavador automaético.

- Los pozos se sacudieron contra un papel absorbente hasta remover la
totalidad del liquido.

- Se afadieron dos gotas de cromdgeno a cada uno de los pozos e
incubaron en oscuridad a temperatura ambiente por 5 minutos.

- Se afadieron dos gotas de solucién stop y se agitd suavemente.

- La absorbancia fue leida en un lector automatico con filtro primario de 450

nm, y filtro de referencia de 620 - 650 nm.

d) Determinacion de anticuerpos totales por medio de MAT:
i. Preparacion del antigeno:
- Todas las muestras fueron procesadas en la cabina de bioseguridad, para
evitar la contaminacion de las cepas.
- Se tomé aproximadamente un 1 mL del “anillo de Dinger” formado entre la

parte mediay superficie del medio Fletcher, cuidando no tomar agar.
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Se inocul6 aproximadamente 0.5 mL (10 gotas aproximadamente) del
contenido de la pipeta resbalando por las paredes del tubo con medio
EMJH modificado, evitando tocar el medio para evitar la contaminacion.

Los in6culos se incubaron a 30°C por 5-7 dias, registrando diariamente el
control de la temperatura, para un mejor desarrollo de la cepa.

Todos los cultivos utilizados para la prueba MAT tenian entre 5y 7 dias de
desarrollo en medio EMJH modificado.

Los cultivos con una concentracién aproximada de 2-4 x 10° leptospiras,
que no evidenciaron contaminacion ni autoaglutinacion microscopica fueron
seleccionados.

Los cultivos densos, se diluyeron n con buffer fosfato salino (PBS, pH 7.2.-
7.4), hasta observar en el microscopio un aproximado de 150-200

leptospiras en movimiento por campo.

. Tamizaje:

Se agregaron 50 pL de Buffer Fosfato Salino (PBS) a los 96 pozos de las
microplacas de fondo en U; y 40 uL mas de PBS en los 8 pozos de la
columna numero dos de la microplaca.

Después se adicionaron 10 puL de suero problema en los 8 pozos de la
columna numero dos de la microplaca (dilucién 1:10). Los pozos de la
columna fueron empleados como control negativo.

Después se tomaron 50 pL de la dilucion contenida en los pozos de la
columna numero dos y realizar diluciones seriadas en las columnas
siguientes.

Se agregaron por fila 50 pyL de los diferentes antigenos preparados de
Leptospira a los pozos de la placa.

Luego de agitar suavemente y cubrir la placa con papel aluminio, se incubd

por 1 hora a 37 °C.
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iii. Lectura:
- Se colocdé una gota de cada alicuota de los pozos en una lamina
portaobjetos limpia.
- Posteriormente se observé con aumento de 10x en microscopio de campo
oscuro para buscar aglutinacion comparando con el control negativo

preparado (pozo 1).

iv. Interpretacion:

- Un resultado fue considerado REACTIVO cuando se presentd una
aglutinacion igual o mayor del 50% en la dilucién 1:20 frente a uno o mas
serogrupos de Leptospira sp.

- Un suero fue considerado NO REACTIVO al no observar ninguna
aglutinacion evidente en una dilucién igual o mayor a 1:20 con ninguno de
las diferentes serogrupos.

- El titulo de anticuerpos asignado corresponde al inverso de la dilucion en la
gue se observa un 50% de aglutinacion y 50% de leptospiras libres.

- El serovar considerado infectante fue aquel en el cual se observa
aglutinacion o el mayor titulo de anticuerpos (de haber aglutinacion en mas

de uno).

D. Disefio de la investigacion:
1. Tipo de estudio:

Descriptivo, prospectivo transversal

2. Tipo de muestreo:
El muestreo realizado fue de tipo aleatorio, se incluyé a todos los habitantes
del asentamiento que aceptaron participar, con edad igual o mayor a 6 afios y que

no presentaron cuadro febril y/o alguna enfermedad aparente.
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Para la realizacion del muestreo, se visitaron las viviendas del asentamiento
por sectores con condiciones ambientales similares. El sector 1 integrado por las
viviendas que colindan al norte y al este con la finca Rivera, hasta el salon
comunal (lote 11). El sector 2 lo conformaron las viviendas ubicadas en la entrada
del asentamiento, con limites ubicados dentro del asentamiento. EIl sector 3 fue
integrado por las viviendas ubicadas en la parte alta del asentamiento que
colindan al sur con la colonia 10 de Mayo. Las viviendas ubicadas en el sector 4

todas aquellas que limitan al norte con el zanjon de aguas negras.

3. Diseiio estadistico:
a) Recoleccion de datos:
Las variables sociodemogréficas y posibles factores de riesgo fueron
recolectados mediante una entrevista estructurada (Anexo 5).

b) Tabulacién de datos:
Las variables obtenidas a través de la encuesta fueron tabuladas por medio de
una base de datos creada en el programa Epi Info 3.5.1.

c) Andlisis de resultados:

i. Estadistica descriptiva general de la muestra en el programa estadistico
Epi Info 3.5.1.

ii. La seroprevalencia de anticuerpos anti Leptospira fue determinada con un
intervalo de confianza del 95%.

iii. Calculo de riesgo indirecto (odds ratio, OR) con un intervalo de confianza
del 95%.

iv. EI analisis de las variables sociodemogréficas y la frecuencia de
anticuerpos anti Leptospira se analizé mediante tablas de contingencia, y la

prueba de Chi cuadrado.
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VIIl. RESULTADOS
Se encuestaron un total de 119 pobladores del asentamiento 15 de Enero que
cumplieron con los criterios de inclusion del estudio. De estos, el 61.34% pertenecia al
género femenino, 64.70% eran de la etnia indigena, 42.86 % indico tener una escolaridad
de nivel primario y el 52.09% tenia una edad comprendida entre 16 y 36 afios (Tabla 1).

La seroprevalencia de leptospirosis en la poblaciéon estudiada fue del 30.25%
(36/119), utilizando la prueba de Microaglutinacion (MAT). El 69.40% de las personas
seropositivas eran de género femenino y el 30.60% restante masculino. El grupo étnico
con mayor frecuencia fue el indigena (75%), mientras que los grupos de mayor frecuencia

por edad fueron los comprendidos entre 6-15 afios (25%) y 16-25 afios (30.6%) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de la Poblacion del asentamiento 15 de

Enero
. Total (% MAT positivo (%
Caracteristicas N:11(9 ) pn:36 ) 1Cos0s
Género

Femenino 73 (61.34%) 25 (69.40%) 51.9 - 83.70%

Masculino 46 (38.66%) 11 (30.60%) 16.30 - 48.10%
Edad (afios)

6-15 33 (27.73%) 9 (25.00%) 12.10 - 42.20%
16-25 41 (34.45%) 11 (30.60%) 16.30 - 48.10%
26-35 21 (17.64%) 06 (16.70%) 06.40 - 32.80%
36-45 13 (10.94%) 04 (11.10%) 03.10 - 26.10%
>46 11 (09.24%) 06 (16.70%) 06.40 - 32.80%

Etnia

Ladino 42 (35.30%) 09 (25.00%) 57.80 - 87.90%

Indigena 77 (64.70%) 27 (75.00%) 12.10 - 42.20%
Alfabeto

Si 97 (80.67%) 26 (72.20%) 54.80 - 85.80%

No 22 (19.33%) 10 (27.80%) 14.20 - 45.20%
Escolaridad

Primaria 52 (42.86%) 16 (44.40%) 27.90 - 61.90%
Basicos 29 (23.53%) 04 (11.10%) 03.10 — 26.10%
Diversificado 13 (11.76%) 05 (13.90%) 04.70 — 29.50%
Ninguno 25 (19.33%) 11 (30.60%) 16.30 — 48.10%

ICgs%: Intervalo de confianza
Fuente: Datos experimentales

MAT: Prueba de Microaglutinacion,
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De los 119 sueros enfrentados a 20 serovares de Leptospira, un 36 (30.25%) fueron
reactivos. Los serovares que presentaron una mayor frecuencia en su reactividad con los
sueros evaluados fueron: Australis y Lanka ambos con un 11.11%, seguidos por un
Icterohaemorrhagiae, Pomona, Javanica y Patoc todos con 8.33% (Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de serovares reaccionantes y los titulos obtenidos, con sueros del
asentamiento 15 de Enero.

Serogrupo Serovar Frecuencia (%) Titulo
1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640

SEROVARES
Australis Australis 4 (11.11%) - 1 1 1 1 -
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae 3 (8.33%) - 1 1 - 1 -
Louisiana Lanka 4 (11.11%) - 2 1 - - 1
Bataviae Bataviae 1 (2.78%) - - - 1 - -
Serjoe Hardjo 2 (5.56%) - - - 2 - -
Djasiman Djasiman 1 (2.78%) - - - - 1 -
Grippotyphosa Grippotyphosa 1 (2.78%) - - - - 1 -
Cynopteri Cynopteri 1 (2.78%) - - - - - 1
Samaranga Patoc 3 (8.33%) - - 3 - - -
Shermani Shermani 1 (2.78%) - - 1 - - -
Manhao Lincang 1 (2.78%) - - - 1 - -
Panama Panama 1 (2.78%) - - 1 - - -
Pomona Pomona 3 (8.33%) - - 1 1 1 -
Javanica Javanica 3 (8.33%) - - 2 1 - -
Subtotal 29 (80.56%) 0 4 11 7 5 2
SEROVARES AGLUTINANTES CON EL MISMO TiTULO (INDETERMINADOS)**
Australis, Australis/ Pomona, Pomona 1 (2.78%) - - 1 - - -
Australis, Australis/  Serjoe, Hardjo/ 1 (2.78%) - 1 - - - -
Icterohaemorrhagiae, Icterohaemorrhagiae
Hebdomadis, Hebdomadis/ Canicola, Canicola 1 (2.78%) - 1 - - - -
Hebdomadis, Hebdomadis / Pomona, Pomona 1 (2.78%) - - - - 1 -
Iciae, Icterohaemorrhagiae / Javanica, Javanica 1 (2.78%) - - 1 - - -
Djasiman, Djasiman/ Pomona, Pomona 1 (2.78%) - 1 - - - -
Icterohaemorrhaglae, Icterohaemorrhagiae / 1(2.78%) ) 1 ) } } }
Batavie, Batavie
Subtotal 7 (19.44%) 0 4 2 0 1 0

TOTAL 36

*MAT: Prueba de Microaglutinacion ,
**De los 36 sueros positivos, 6 presentaron aglutinacion con dos serovares en el mismo titulo y una lo hizo con tres.

Fuente: Datos experimentales
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El titulo mas frecuente fue el de 1:80. Ninguno de los sueros evaluados aglutino
para los serovares Mosdok, Ranarum y Celledoni. Se presento una coaglutinacion contra

2 0 mas serovares en 7 (19.44%) de los 36 sueros reactivos (Tabla 2).

Tabla 3. Factores de riesgo asociados a la presencia de anticuerpos anti Leptospira IgG
en la poblacion del asentamiento 15 de Enero (N=119)

MAT
Factor Positivo NeM:t-li-vo X2 p OR I1Cos506
(n=36) 9
Ocupacion
Comerciante 09 19 1.12 0.45-2.79%
Oficios domésticos 10 23 0.99 0.80 1.00 0.42 — 2.40%
Estudiante 13 26 ) ) 1.24 0.54 — 2.82%
Otros 04 15 0.43 0.09 — 2.07%
Personas por vivienda
4 0 mas personas 33 75 o
Menos o 3 03 08 0.74 0.39 0.55 0.14 — 2.18%
Tipo de Construccion
Madera/lamina/Adobe 32 75 o
Block/ladrillo 04 5 0.82 0.37 0.53 0.13-2.12%
Tipo de piso
Granito/Cemento 23 59 o
Tierra 13 24 0.61 0.44 0.72 0.31-1.65%
Servicio sanitario
Letrina 01 03 o
Inodoro 35 80 0.05 0.82 0.76 0.08 — 7.58%
Agua para consumo
Directo de la llave 05 18
Agua clorada/ 0.98 0.32 0.58 0.20-1.71%
; o 31 65
hervida/purificada
Tratamiento de basura
Barranco/Ninguno. 02 01 193 016 482 0.42-54.99%
Recoleccion municipal 34 82
Macotas
Si 18 37 o
NoO 18 16 0.30 0.59 1.24 0.57 -2.72%
Tipo de macotas
Perro/Vaca/Cerdo 13 26 o
Otros 53 57 0.26 0.61 1.24 0.54 - 2.82%
Presencia de roedores
Si 29 69 o
NoO 07 14 0.11 0.73 0.84 0.31 - 2.30%
Inundaciones
Si 13 37
NoO 23 16 0.74 0.39 0.70 0.31-1.57%
MAT: Prueba de Microaglutinacion, OR: Odds Ratio, [Cgsy: Intervalo de confianza, X?%: Chi cuadrado
p=0.05

Fuente: Datos experimentales
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En la poblacion estudiada se encontraron distintos factores de riesgo, sin embargo
ninguno mostré una asociacion significativa (p>0.05), a pesar de que un 80.56% de
personas seropositivas reportaron la presencia de roedores (ratas/ratones) en sus
viviendas (Tabla 3).

Durante el estudio se muestrearon 46 viviendas de 59 que integran el
asentamiento, con un muestreo mayor al 70% de las viviendas por sector, obteniendo una
distribucion de casos representativa a pesar de no ser estadisticamente significativa
(X?=0.1709, p=0.9821) (Figura 1). La frecuencia de pobladores seropositivos por sector
fue: sector 4 con un 32.43% (12/37), seguido del sector 3 con un 31.20% (5/16), sector 2
con 29.03% (9/31) y el sector 1 con 25.57% (10/35).

De las 36 personas seropositivas por el método de MAT, 21 fueron reactivas con
prueba de ELISA IgG, obteniéndose un porcentaje de acuerdo del 72.26% entre ambas
pruebas y un indice de kappa de 0.36 (concordancia discreta, segun Landis y Koch)
(Anexo 8).
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NN Casanomuestreada [ | Sector1(2857%) [ __ | Sector3 (31.20%) [ ] *saléncomunal
@ Casopositivo [ ] sector2(20.03%) [ | Sector4 (32.43%)

Figura 1. Mapa de asentamiento 15 de Enero, 12. Calle “A” y 23 Avenida de la zona 1. Notese la distribucion de los
habitantes en los que se detectd la presencia de anticuerpos IgG anti Leptospira (36/119) por nUmero de casa y sector.
Aproximadamente en un 35% de las viviendas se detecto la presencia de anticuerpos en mas de un habitante.

Fuente: Datos experimentales



IX. DISCUSION

La leptospirosis humana es una enfermedad endémica en paises de clima humedo,
subtropical y tropical donde la elevada densidad poblacional y las deficientes condiciones
sanitarias favorecen su transmision, tal y como ha sido demostrado en estudios realizados
en paises latinoamericanos de caracteristicas similares. En Guatemala los principales
hallazgos en seres humanos han determinado la presencia de anticuerpos anti Leptospira
en casos agudos de pacientes con serologia negativa para dengue, personas
aparentemente sanas (donadores) y habitantes de poblaciones rurales (Orantes, 2003;
Barrios, 2010; Zelaya et al., 2008; Galindo, 2008).

Sin embargo, no se ha realizado ningun estudio seroepidemiologico de leptospirosis
humana en un area urbana de la ciudad de Guatemala, por lo que el presente estudio tuvo
como objetivo principal determinar la presencia anticuerpos IgG anti Leptospira en los
habitantes del asentamiento 15 de Enero ubicado en la zona 1 de la ciudad de Guatemala

mediante las pruebas de microaglutinacion (MAT) y ELISA 1gG.

La seroprevalencia obtenida en la poblacién del asentamiento 15 de Enero fue de
30.25 %, siendo inferior a la encontrada en el 2008 por Zelaya et al., en una poblacion
rural de Masagua, Escuintla (51.8%). En dicho estudio se establecieron factores que
probablemente incidieron en que se obtuviera una seroprevalencia considerada como
hiperendémica dado a que se observd una convivencia intima con animales domésticos
que también presentaron una alta prevalencia de anticuerpos anti Leptospira (caninos
58%, porcinos 30%), ya que éstos pernoctaban dentro de las viviendas todo el tiempo, lo
que favorece el contacto con la orina infectada durante el periodo de leptospiruria de
dichos animales (Hartskeerl, 2006). En comparacion a lo ocurrido en el asentamiento 15
de Enero en donde se observd que la presencia de perros en las calles es alta debido a
qgue los duefios no los ingresan a las viviendas durante la mayor parte del dia. Sin
embargo, la seroprevalencia encontrada en el asentamiento 15 de Enero es comparable
con otros estudios realizados en centros urbanos de Sudamérica como los de Suarez y

Bustelo que en afio de 1986 reportaron una prevalencia de 38% en Argentina y los
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hallazgos de Céspedes et al., que en el 2003 reportaron una seroprevalencia de 36.6% en

Pera.

En muchos de estudios se reporta una mayor seroprevalencia de la enfermedad en
hombres pues ha sido relacionada con actividades ocupacionales (Agudelo et al., 2000;
Céspedes et al., 2003; Ferro et al., 2006). Sin embargo, en Estados Unidos durante la
década de 1970 se demostré que solamente el 30% de los individuos infectados tuvieron
una exposicion durante su trabajo y que dentro de la poblacion infectada se encontraron
nifios, amas de casa y personas retiradas o desempleadas, poblacién con caracteristicas
similares a la estudiada en el asentamiento 15 de Enero, donde la mayoria de personas
fueron del género femenino y en su mayoria amas de casa, a pesar de no mostrar una
asociacion significativa entre el género y la infeccion (OR= 1.66, p=0.2320) (Koneman et
al., 2003).

Los grupos de mayor frecuencia por edad fueron los comprendidos entre 6-15 afios y
16-25 afios, lo cual sugiere que la circulacibn de Leptospira en la poblacion del
asentamiento 15 de Enero es activa y constante; ya que los anticuerpos IgG permanecen

detectables de 6-12 meses o incluso durante afios (Marino, 2008).

En cuanto a la identificacion de factores de riesgo asociados a la infeccion por
Leptospira, no se encontré6 una diferencia significativa entre la seropositividad de las
personas que habitaban viviendas de construccion inadecuada con aquellas que tenian
una construccion adecuada; por lo que se asume que en esta poblacion esta caracteristica
no es determinante del riesgo al igual que los oficios, tipo de agua para consumo y nimero
de mascotas. Siendo otros factores de tipo socio-ambiental los que podrian influir en el
comportamiento de la presencia de leptospiras patégenas en el asentamiento 15 de Enero
como la cercania de las viviendas al zanjon de aguas negras (Foto No. 1.9), inundaciones
y carencia de sistema apropiado de drenajes (Foto No. 1.5) los que podrian favorecer la
instalacion del agente en la poblacion, ya que la distribucion de personas seropositivas

por sectores del asentamiento mostré una mayor frecuencia de los mismos en el sector 4
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(ver figura 1), en donde se ubicaron 12/13 personas que reportaron sufrir de inundaciones
en sus viviendas durante la época lluviosa, ya que la parte posterior de sus viviendas
colindan con el zanjon, en donde fluye agua proveniente de un nacimiento al sur del
asentamiento y de las descargas de drenajes de algunas viviendas ubicadas en esa parte.
Se observo que el curso de dicho zanjon coincide con el basurero clandestino que se

encuentra al suroeste del asentamiento.

Diferentes estudios realizados en Latinoamérica han podido establecer la relacion
existente entre los animales que actian como reservorio natural de la leptospirosis, con
la trasmision accidental al ser humano. Entre estos se destaca un estudio realizado por
Perret, en el afio 2005 en Chile, donde un 15% de los roedores estudiados presentaron
anticuerpos anti-Leptospira. Otro estudio similar realizado en Santa Fe, Argentina reporto
que en el 61.5% de los casos de leptospirosis, compartian la presencia de roedores como
una de las fuentes probables de infeccion (Ubaldo, Sensvy, Colombo y Tramontin, 2002).
La presencia de roedores en el asentamiento no demostré ser un factor de riesgo
estadisticamente significativo (OR= 0.73, p=0.84), sin embargo el 80% del total de
personas muestreadas reportdé su presencia, la cual es probablemente favorecida por la
existencia de un basurero clandestino que favorece la proliferacion de roedores. Este
basurero se mantiene en el asentamiento a pesar de que el 90% de los habitantes del
mismo reporté usar el servicio de extraccion de basura brindado por parte de la
Municipalidad (Foto 1.11).

En los estudios epidemioldgicos realizados en Guatemala sobre la leptospirosis
humana se ha usado un pequefio panel de serovares de leptospiras y ninguno de ellos
ha empleado cepas nativas, por la falta de aislamiento de las mismas tanto en animales
como en humanos. En el presente estudio se contd con 20 serovariedades representativas
de 16 de los 18 serogrupos recomendadas por la OMS en paises donde los serovares
circulantes no son conocidos (OMS, 2008). De estos, se encontré los serovares Australis y

Lanka (ambos con 11.11%), Icterohaemorrhagiae, Pomona, Javanica y Patoc (cada uno

con 8.33%).
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El serovar Australis fue encontrado originalmente en las areas costeras de Australia
tanto en ratas como en ganado y durante el 2009 se reporté un 13.7% de leptospirosis
humana causada por este serovar (Queensland Health Forensic and Scientisfic Services,
2009). En América se ha encontrado el serovar Australis tanto en perros como en
humanos, en México se reporté una frecuencia de 7.69% en perros callejeros. Barmelttler
et al., en el afilo 2008 encontraron en Estados Unidos una incidencia del 83% de este
serovar en perros enfermos de leptospirosis. En seres humanos existen algunos reportes
como el referido en la ciudad de Antoquia, Colombia con una frecuencia del serovar
Australis del 10.2% (5/49), comparable al resultado obtenido con los habitantes del
asentamiento 15 de Enero (Agudelo y Restrepo, 2007). Sin embargo, en el estudio
realizado por Barrios en el 2010, en pacientes febriles hospitalizados y negativos a
dengue, otro en donadores de sangre (poblacién relativamente sana) (Galindo, 2008) y en
el realizado por Zelaya et al., en humanos, no se encontré el serovar Australis, pero en

este Ultimo si se detectd en caninos en un 4%.

También se encontr6 una seroprevalencia del 11.11%, del serovar Lanka en el
asentamiento 15 de Enero, el cual se aislé originalmente en un humano de Sri. Lanka,
pero son pocos los estudios en donde se ha incluido en el panel de analisis, como el
llevado a cabo en Bangladesh en el afio 2001 en donde se encontré una reactividad del
22.45% de los sueros obtenidos (Kendall et al., 2010). En Guatemala la presencia del
serovar Lanka no se habia detectado en los estudios anteriores, debido a que ninguno de

ellos se incluyo este serovar en el panel de MAT.

Otro serovar encontrado en menor proporcion fue Pomona, que ya ha sido
reportado en Guatemala en poblacion humana. Sikahall en el afio 2006 encontré una
seropositividad ante este serovar del 6.06%, mientras que Zelaya et al., en el 2008
reportaron un 4.9%. Ambas frecuencias con valores cercanos a la encontrada en el
asentamiento 15 de Enero con 8.33 %, sin embargo esta es mucho menor a la encontrada
en otras ciudades de Suramérica como la ciudad de Antoquia, Colombia en donde
Agudelo et al., en el 2007 reportd una frecuencia 42.85%. Habitualmente este serovar ha
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sido asociado al ganado porcino y se ha reportado una seroprevalencia del 6.06% en la
poblacién canina urbana de Tolima, Colombia (Romero, Sanchez y Hayek, 2009). En
Guatemala Zelaya reporto un frecuencia de 20.69% en los caninos muestreados, por lo
que el contacto con perros infectados puede ser un factor que favorezca la circulacion del
serovar Pomona en el asentamiento 15 de Enero, aunque se desconoce su frecuencia en

perros del lugar.

El serovar Icteroaemorrhagiae presentd una seroprevalencia del 8.33%, dato similar
al 6.0% encontrado por Zelaya et al,. También en el Laboratorio Nacional de Salud en su
boletin semestral reportdé que el 46% de los sueros referidos a dicho laboratorio para el
serodiagnostico de leptospirosis, fueron reactivos para este serovar (Diaz, Barrios y
Meneses, 2009). La deteccion de el serovar Icteroaemorrhagiae en estos estudios es
importante debido a que el mismo ha sido descrito como uno de los causales de el

Sindrome de Weil que es la forma grave de leptospirosis (Levett, 2001).

Finalmente con un 8.33% se encontr6 el serovar Pactoc, perteneciente a la especie
de Leptospira biflexa, que no es patdgena, pero se debe incluir en el panel de MAT, pues
comparte un gran numero de antigenos de superficie con otras leptospiras pertenecientes
a otros serogrupos, por lo que su reactividad es indicador de un contacto con
serovariedades menos frecuentes y que generalmente no son incluidas dentro del panel
utilizado para MAT (Levett, 2001).

El titulo mas frecuente encontrado para los 18 serovares de Leptospira, que
reaccionaron con los sueros de los pobladores del asentamiento 15 de Enero fue de 1:80,
similar al encontrado el estudio realizado en Masagua, Escuintla por Zelaya et al., en el
afio 2008.

De los 36 pobladores seropositivos para Leptospira, el 19.44% presentaron una
coaglutinacion, resultando en 7 combinaciones dos y tres diferentes serovares; esto como

resultado de la utilizacion de diferentes serovares pertenecientes a un mismo serogrupo
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de Leptospira, las cuales comparten una mayor cantidad antigenos de superficiales. Aln
asi no debe descartarse del un todo, la idea de que la seroprevalencia sea causada por el
contacto previo con diferentes leptospiras (Ferro et al., 2006), por lo que comparten una
mayor cantidad de antigenos de superficie que pueden provocar una reaccion detectable
en la prueba de MAT. (Levett, 2001).

La informacion sobre la seroprevalencia de anticuerpos frente a los serogrupos
permitird reajustar el panel de los serovares necesarios para realizar la prueba de MAT de
acuerdo a la reactividad local observada tanto en areas urbanas como lo indica el estudio
realizado por Zelaya et al., en el 2008, como el presente estudio realizado en un é&rea
urbana con factores que favorecen al contacto con Leptospira (Ferro, et al. 2006); no
obstante es importante resaltar la importancia de los aislamientos de cepas nativas locales
para humanos y reservorios que permitan mejorar el desempefio de la prueba, ya que el
aislamiento permitira la confirmacion de los serovares circulantes en Guatemala
(Céspedes, 2005).

Para la deteccion de anticuerpos IgG anti Leptospira, en pobladores del
asentamiento 15 de Enero se utilizaron 2 tipos de pruebas; MAT y ELISA 1gG los cuales
tuvieron una concordancia discreta. Por lo que el uso de la prueba de MAT en estudios de
seroprevalencia es de gran utilidad, ya que permite la utilizacién de sueros de cualquier
especie animal y el panel de serogrupos y serovares incluidos pueden ser disminuidos o
aumentados segun se requiera y es la prueba de oro para la confirmacion de leptospirosis

recomendada por OPS. (Céspedes, 2005).
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X. CONCLUSIONES

1. La prevalencia de anticuerpos IgG anti Leptospira detectados a través de la prueba
de Microaglutinacion y ELISA IgG en los habitantes del asentamiento 15 de Enero
fue de 30.25%.

2. Los serovares de Leptospira mas frecuentes fueron Australis y Lanka ambas con

11.11%, e Icterohaemorrhagiae, Pomona y Javanica con 8.33% cada una.

3. La poblacion del asentamiento 15 de Enero es mayoritariamente indigena (64.70%),
y el 80.67% es alfabeta. En la poblacion muestreada se existié un predominio del
género femenino (61.34%) y el mayor porcentaje fueron estudiantes de edades
comprendidas entre 15-25 afios (34.45%). Mientras que las ocupaciones mas
frecuentes en la poblacion adulta fueron los oficios domésticos (27.73%) y
comerciante (23.52%).

4. La poblacién del asentamiento 15 de Enero presenta varias caracteristicas descritas

como factores riesgo, sin embargo no se determind ninguna asociacion significativa

(p>0.05) entre estos y la presencia de anticuerpos IgG anti Leptospira.
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Xl. RECOMENDACIONES

A. Especificas para el Asentamiento 15 de Enero

1.

o b~ 0N

Conectar los drenajes de aguas residuales domesticas, de las viviendas que aun
no lo estan, a la red de drenajes municipales. Evitando asi, la constante
contaminacion del zanjon y las inundaciones de las viviendas circundantes, y
erradicando de esta forma los posibles focos de la leptospirosis.

Vacunar animales domésticos y callejeros contra Leptospira.

Realizar una adecuada eliminacion de la basura que se encuentra en las calles.
Erradicar el basurero clandestino para evitar la proliferacion de ratas y ratones.

Realizar campafias de desratizacion, para el control de ratas y ratones.

B. Generales

1. Realizar estudios epidemiolégicos de la leptospirosis en areas como el

asentamiento 15 de Enero debido a que las invasiones de areas suburbanas,
rurales y semirurales para la construccion de viviendas va en aumento, y es
necesario prevenir la diseminacién de enfermedades como la mencionada.
Realizar estudios posteriores de aislamientos de cepas nativas de Leptospira,
ya que se desconoce la virulencia y patogénesis de las cepas que circulan en
ecosistemas como el encontrado en el asentamiento 15 de Enero, en donde la
presencia de anticuerpos anti-Leptospira en la poblacién es debida al contacto
con el microorganismo y no a la inmunizacion.

Capacitar al recurso humano en salud publica para garantizar la deteccién
oportuna y manejo adecuado de la enfermedad en las poblaciones de mayor
riesgo.

Promover actividades de higiene urbana y medio ambiental orientadas al control
y prevencion de la leptospirosis en los equipos técnicos de municipalidades y

organizaciones civiles.
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Anexo 1:

X, ANEXOS

Tabla 4. “Caracteristicas diferenciales entre las especies de Leptospira”

Caracteristica L. interrogans L. biflexa L. illini
Patogenicidad Sl NO NO
Crecimiento a 13°C NO Sl NO
Inhibicién crecimiento ante Sl NO NO
8-azaguanina (225ug/mL)

Conversion de las células

a formas esféricas por Sl NO NO
NaCl 1M

Actividad lipasa - SI Sl
% de G-C en el ADN 35, 3-39,9 38, 0-41,0 53
Crecimiento en caldo NO NO Sl
tripticasa soya

Tabulos citoplasméticos NO NO SI

Fuente: Caballeros, A., y Romero, J. (1997). Manual de procedimientos de laboratorio del INDRE.
México: Instituto Nacional de Diagnostico y Referencia Epidemiol6gicos. p. 16.
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Anexo 2:

Figura 2. “Cinética de la Infeccién por Leptospira”

Escala de tiempo*

Periodo de
incubacion: 2-20 dias

Semana1: Semana2: Semana3:Semana4: Meses : Afos

Leptospiras presentes en:
Sangre

LCR

Orina en reservorios

Orina en personas

Concentracion anticuerpos
Titulo alto

Negativo

Investigacion laboratorio
Cultivo sangre

Cultivo LCR
Cultivo orina

Serologia

»

A

Fases

ey
Leptospiremia

Inmunidad y Leptospirurié

Fuente: Zambrano, M., y Araujo, M. (2005). Manual de procedimientos bacteriologicos y serolégico
para el diagnéstico de la leptospirosis. Peru: Instituto Nacional de Salud.
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Anexo 3: Determinacion de la muestra poblacional

A. Poblacion finita:
El asentamiento 15 de enero cuenta con 50 casas con un promedio de 6 habitantes
por vivienda, lo cual nos brinda un aproximado de la poblacion total de 300 personas.
Con ello podemos calcular la muestra poblacional, asumiendo la maxima variacion
posible (cuando p = g) para una variable binomial, con un intervalo de confianza del

95% y un limite de error del 10% obtenemaos:

n= Ng 2 = N (p*q)®> = (300) (0.25) = 73 personas
(N-1) A* + ¢ 2 N-1)A®> +0 2  (300-1)(0.10)* +0.25
NC? NC? (1.96)?

N = Poblacion finita

NC = Limite de confianza
p = probabilidad de éxito

g = probabilidad de fracaso
o? = Varianza (p*q)?

A = Limite de error

B. Poblacion infinita:
Asumiendo la maxima variacion posible (cuando p = q) para una variable binomial,

con un intervalo de confianza del 95% y un limite de error del 10% obtenemos:

n= NC?c0? = NC?(p*q)® = (1.96)%(0.25) = 97 personas
A? A? (0.10)?

NC = Limite de confianza
p = probabilidad de éxito

g = probabilidad de fracaso
o? = Varianza (p*q)?

A = Limite de erro
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Anexo 4:

Tabla 5. Listado de serovariedades empleados para la prueba de MAT”

Especie Serogrupo Serovar Cepa
L. interrogans Australis Australis Ballico
L. interrogans Icterohaemorrhagiae | Icterohaemorrhagiae | RGA
L. noguchii Louisiana Lanka R740
L. borgpetersenii | Ballum Ballum Mus 127
L. interrogans Bataviae Bataviae Swart
L. interrogans Pomona Mozdok 5621
L. meyeri Ranarum Ranarum ICF
L. interrogans Serjoe Hardjo Hardjoprajitno
L. interrogans Djasiman Djasiman Djasiman
L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V
L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrech IV
L. weilii Celledoni Celledoni Celledoni
L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522C
L. biflexa Samaranga Patoc Patoc |
L. santarosai Shermani Shermani 1342 K (=LT821)
L. weilii Manhao Lincang L14
L. noguchii Panama Panama Cz214
L. interrogans Pomona Pomona Pomona
L. borgpetersenii | Javanica Javanica Veldrat Batavia

Fuente: Cepario proporcionado por el Laboratorio Nacional de Salud de Guatemala; donadas
por el Laboratorio de Referencia Internacional de Leptospira del Instituto de Medicina

Tropical de Holanda.
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Anexo 5:

DG -

Direccién General de Investigacion
Programa Universitario de
Investigacion en Salud

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

Laboratorio Nacional de Salud
Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social

Municipalidad
de Guatemala

Seroprevalencia de la Leptospirosis Humana en un
Asentamiento ubicado en la Ciudad de Guatemala

No. de identificacion: I:I I:I I:I
Fecha:I:H:I/I:H:I/I:H:H:H:I

Sector:

A. Datos generales:

1. Iniciales del Nombre:

LI ] afnos

2. ¢Cuantos anos tiene?

3. Sexo: ] Femenino ] Masculino

4. ¢Cudl es su origen étnico?

[ ladino 1 Indigena 1 Garifuna

5. ¢Sabe usted leer?

LIsi LINO

6. ¢Sabe escribir?

LIsi CINO

7. ¢Hasta qué nivel llegé a estudiar?

1 Primaria

[ Universitario

8. ¢Cual es su ocupacién?

] Oficios domésticos
] Oficinista
1 Seguridad

] Estudiante
1 Agricultor
] otros:

] Basicos [ Diversificado

1 Ninguno

] Comerciante/vendedor
I Albafil

Direccion General de Investigacion .DG.

73




B. Datos familiares y de vivienda:

9. ¢Cuéntas personas viven en su casa?

O 1-3 O 4-6 O >7
10. ¢De qué materiales esta construida su casa?

[1Block o ladrillo 1 Madera 1 Lamina

1 Adobe 1 Otro

11. ¢ Qué tipo de piso hay en su vivienda?
1 Tierra 1 Cemento 1 Piso
granito/ceramico
1 Otro

12. ¢ Como es su servicio sanitario?
1 Inodoro (taza) 1 Letrina 1 Entierro
1 Otro:

13. ¢Como se elimina la basura de su vivienda?

] Recoleccion municipal [ Incineracién (quemada) [ Entierro

[1Barranco 1 Deposito comunitario 1 No hay
ningun lugar especifico

[10Otro:

14. ¢Se sufren inundaciones en su vivienda durante en época lluviosa?

1 si ] No
15. ¢ Qué tipo de agua utiliza para beber?
1 La clorada 1 La toma directamente de lallave [ Compra agua
purificada
[1La hierve

16. ¢Cudles y cuantas mascotas tiene?
1 Perro [1Cerdo [1Vvaca
1 Ninguno [10otro

17. ¢Ha observado o sospecha de la presencia de roedores (ratas o ratones) en los alrededores de su
vivienda?

] si ] No

iMUCHAS GRACIAS POR SU COLABORACION!
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Anexo 6:

A. Adultos
i, |
e e LNS
Universidad de San Carlos de Guatemala Direccion General de Investigacion Laboratorio Nacional de Salud Municipalidad
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia Programa Universitario de Ministerio de Salud Publica y de Gueﬁemala
Escuela de Quimica Biolégica Investigacion en Salud Asistencia Social

No. de identificacién de la muestra: L1 [__][]
Fecha: L1 [/ 11/ I I

CONSENTIMIENTO INFORMADO

El participante leera o en su defecto escuchara el consentimiento informado antes de firmarlo. En caso
de no pueda escribir, puede sellar con la huella del dedo pulgar.

Hola mi nombre es , Y soy investigadora de la Facultad
de Farmacia, de la Universidad de San Carlos de Guatemala. Estamos realizando una investigacion en
pobladores del asentamiento 15 de enero para saber si han padecido la enfermedad llamada
leptospirosis y averiguar si se encuentran en riesgo de adquirirla.  La leptospirosis es una enfermedad
infecciosa con sintomas parecidos a los de la gripe que puede llegar a causar la muerte, se transmite
por una bacteria que se encuentra en las ratas y ratones que al orinar la transmiten a humanos y
animales domésticos como los perros, cerdos y vacas. Ademas se transmite por agua contaminada con
orina de los animales mencionados anteriormente. Esta enfermedad aumenta con las lluvias debido a
que los rios crecen y causan inundaciones, provocando que el agua se mezcle con la orina de los
animales infectados y ayudando a la bacteria a entrar por la piel, nariz, ojos y boca de animales y
personas.

Las molestias causadas por esta enfermedad suelen confundirse con los que presenta el dengue por
lo que muchas veces se confunde, pero la medicina para su tratamiento es diferente. Hoy en dia en
Guatemala no se sabe la cantidad de personas que se han enfermado de leptospirosis, por lo que es
necesario hacerles examenes para saber si han estado en contacto con esta bacteria y asi conocer la
cantidad de personas dentro del asentamiento que la han padecido, reconocer que actividades
representan un riesgo para enfermarse y conocer un poco acerca de la situacion de la enfermedad en la
ciudad. Por lo que los resultados seran de beneficio para que las autoridades municipales y el comité de
vecinos puedan realizar acciones para evitar que las personas se enfermen con esta bacteria.

Por eso estamos el dia de hoy solicitandole su colaboracién para que usted participe en este estudio y
poder saber si usted ha estado en contacto con la bacteria que causa esta enfermedad o no, para lo
cual necesitamos que nos conteste unas preguntas de una entrevista y tomarle una muestra de sangre
gue sera utilizada para este estudio. Le informamos que por su participacién no recibird ningdn
tipo de pago en efectivo o de otra especie y que la misma es en forma voluntaria, por lo que estéa
en la libertad de no aceptar la entrevista ni la toma de muestra o salirse del estudio cuando lo
desee, sin ninguna responsabilidad. La prueba que se le hara en la muestra de sangre que usted
proporcione sera para ver si ha estado en contacto con la bacteria que causa la enfermedad llamada
leptospirosis, por lo que los resultados se le entregaran personalmente al finalizar el estudio.
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Es importante que usted sepa que todos sus datos personales son confidenciales y solo lo
sabran los investigadores responsables del proyecto. Sin embargo los resultados obtenidos pueden ser
utilizados para otros estudios. Debo hacer de su conocimiento que este estudio cuenta con el
acompafiamiento de la municipalidad de la ciudad de Guatemala.

CUALQUIER DUDA O PREGUNTA QUE DESEE HACER SOBRE ESTE ESTUDIO PUEDE HACERLA CON
LAS INVESTIGADORAS RESPONSABLES BR. MARIANA HERRERA Y BR. ALIZ PEREZ AL NUMERO DE
TELEFONO 4254 - 3744 BIEN CON LA COORDINADORA DEL ESTUDIO, LICDA. MARIA LUISA GARCIA
DE LOPEZ.

ACEPTACION PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO SEROPREVALENCIA DE LA
LEPTOSPIROSIS HUMANA EN UN ASENTAMIENTO UBICADO EN LA CIUDAD DE
GUATEMALA

Por este medio hago constar que se me ha informado acerca de la enfermedad de
leptospirosis humana, asi como en qué consiste el estudio que esta realizando las estudiantes
de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la USAC, de los procedimientos que se
emplearan y he tenido la oportunidad de resolver mis dudas. Entiendo que la participacion en
el estudio es voluntaria y que no recibiré ningln pago. Acepto se me realice la extraccién de
aproximadamente 10 mL de sangre y que lo Unico que sentiré sera un pinchén y si se me
pone morado, donde mi pincharon, en unos dias desaparecera sin ningin dolor. El dnico
objetivo de la toma de la muestra es para detectar si ha estado en contacto con la bacteria
causante de la leptospirosis. Acepto también contestar las preguntas contenidas en un
cuestionario de datos relacionados al estudio, el cual sera llenado por las investigadoras.
Ademas se me ha indicado que toda la informacion obtenida sobre mi persona y los resultados
del analisis de mi muestra seran confidenciales y que los mismos me seran notificados y
entregados al final del estudio.

Nombre completo:

NUmero de cédula: Extendida en:

Fecha: / /
Firma del participante dia mes ano

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

Fecha: / /
Firma del informante dia mes afo

Original: estudio Copia: participante

Direccion General de Investigacion .DG.

76




B. Menores de 15 afos:

e ® LNS
| e
Universidad de San Carlos de Guatemala Direccién General de Investigacion Laboratorio Nacional de Salud Municialidad
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia Programa Universitario de Ministerio de Salud Publica y p
P N I - . . de Guatemala
Escuela de Quimica Biolégica Investigacion en Salud Asistencia Social

No. de identificacién de la muestra: |:| |:| |:|

Fecha: L1 [/ I 1/ 1 O]

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Menores de 15 afios de edad

El participante leerd o en su defecto escuchara el consentimiento informado antes de firmarlo. En caso
de no pueda escribir, puede sellar con la huella del dedo pulgar.

Hola mi nhombre es , Y soy investigadora de la Facultad de
Farmacia, de la Universidad de San Carlos de Guatemala. Estamos realizando una investigacion en
pobladores del asentamiento 15 de enero para saber si han padecido la enfermedad llamada leptospirosis
y averiguar si se encuentran en riesgo de adquirirla.  La leptospirosis es una enfermedad infecciosa con
sintomas parecidos a los de la gripe que puede llegar a causar la muerte, se transmite por una bacteria
gue se encuentra en las ratas y ratones que al orinar la transmiten a humanosy animales domésticos
como los perros, cerdos y vacas. Ademas se transmite por agua contaminada con orina de los animales
mencionados anteriormente. Esta enfermedad aumenta con las lluvias debido a que los rios crecen y
causan inundaciones, provocando que el agua se mezcle con la orina de los animales infectados y
ayudando a la bacteria a entrar por la piel, nariz, ojos y boca de animales y personas.

Las molestias causadas por esta enfermedad suelen confundirse con los que presenta el dengue por
lo que muchas veces se confunde, pero la medicina para su tratamiento es diferente. Hoy en dia en
Guatemala no se sabe la cantidad de personas que se han enfermado de leptospirosis, por lo que es
necesario hacerles examenes para saber si han estado en contacto con esta bacteria y asi conocer la
cantidad de personas dentro del asentamiento que la han padecido, reconocer que actividades
representan un riesgo para enfermarse y conocer un poco acerca de la situacion de la enfermedad en la
ciudad. Por lo que los resultados seran de beneficio para que las autoridades municipales y el comité de
vecinos puedan realizar acciones para evitar que las personas se enfermen con esta bacteria.

Por eso estamos el dia de hoy solicitandole su colaboracién para que usted participe en este estudio y
poder saber si usted ha estado en contacto con la bacteria que causa esta enfermedad o no, para lo
cual necesitamos que nos conteste unas preguntas de una entrevista y tomarle una muestra de sangre
que sera utilizada para este estudio. Le informamos que por su participacién no recibira ningan tipo
de pago en efectivo o de otra especie y que la misma es en forma voluntaria, por lo que esta en la
libertad de no aceptar la entrevista ni latoma de muestra o salirse del estudio cuando lo desee, sin
ninguna responsabilidad. La prueba que se le hara en la muestra de sangre que usted proporcione sera
para ver si ha estado en contacto con la bacteria que causa la enfermedad llamada leptospirosis, por lo
que los resultados se le entregaran personalmente al finalizar el estudio.

Es importante que usted sepa que todos sus datos personales son confidenciales y solo lo sabran los
investigadores responsables del proyecto. Sin embargo los resultados obtenidos pueden ser utilizados
para otros estudios. Debo hacer de su conocimiento que este estudio cuenta con el acompafiamiento de

la municipalidad de la ciudad de Guatemala.
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CUALQUIER DUDA O PREGUNTA QUE DESEE HACER SOBRE ESTE ESTUDIO PUEDE HACERLA CON
LAS INVESTIGADORAS RESPONSABLES BR. MARIANA HERRERA Y BR. ALIZ PEREZ AL NUMERO DE
TELEFONO 4254 - 3744 BIEN CON LA COORDINADORA DEL ESTUDIO, LICDA. MARIA LUISA GARCIA
DE LOPEZ.

ACEPTACION PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO SEROPREVALENCIA DE LA
LEPTOSPIROSIS HUMANA EN UN ASENTAMIENTO UBICADO EN LA CIUDAD DE GUATEMALA

Por este medio hago que en mi condicion de representante legal (relacion de tutor, padre o madre del
paciente) como del paciente menor de edad de afios. Hago constar
gue se me ha informado acerca de la enfermedad de leptospirosis humana, asi como en qué consiste el
estudio que esté realizando las estudiantes de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la USAC,
de los procedimientos que se emplearan y he tenido la oportunidad de resolver mis dudas. Entiendo
gue la participacién en el estudio de mi representado es y que no recibird ningln pago. Acepto que a mi
representado se le realice la extraccion de aproximadamente 10 mL de sangre y que lo Gnico que
sentira sera un pinchén y si se le pone morado, donde lo pincharon, en unos dias desaparecera sin
ningun dolor. El Unico objetivo de la toma de la muestra es para detectar si ha estado en contacto con la
bacteria causante de la leptospirosis. Acepto también que mi representado conteste las preguntas
contenidas en un cuestionario de datos relacionados al estudio, el cual serd llenado por las
investigadoras. Ademas se me ha indicado que toda la informacién obtenida sobre mi persona, mi
representado y los resultados del andlisis de mi muestra de mi representado seran confidenciales y que
los mismos me seran notificados y entregados al final del estudio.

He estado presente en todo momento del proceso de informacién a mi representado y de su
consentimiento. Considero que ha entendido la importancia de su participacion en el estudio que no le
causara dafio alguno, y sin embargo puede contribuir al avance cientifico con importantes beneficios
para la salud; ademas que se me autorizard acompaniar y estar presente en todo momento en el que se
lleve a cabo la toma de muestra de sangre venosa y la obtencién de informacion para el cuestionario de
datos.

Por todo ello, declaro que
(nombre completo del paciente) de afios, ha recibido toda la informacion relevante en mi
presencia, adaptada a su nivel de entendimiento y ha aceptado de forma voluntaria participar en el
estudio. Por lo que mediante el presente escrito manifiesto mi aceptaciéon para que mi representado
acepte participar en este estudio.

Nombre completo:

NUmero de cédula Extendida en

Fecha: / /
Firma del representante legal dia mes afo

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

Fecha: / /
Firma del informante dia mes afo

Original: estudio Copia: participante
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Anexo 7:

A. Medio EMJH (Hartskeerl et al., 2006):

Preparar 9 partes de medio basal por 1 parte de suplemento

Tabla 6. Composicion del Medio Basal

2L 1L 500 mL
Na,HPO, 20g 109 059
KH,PO, 06g 0.3¢g 0.15¢
NacCl 20g 10g 05¢g
Sol. Stock NH4CI (-20°C) 20mL 1.0mL 05¢g
Sol Stock Vit B; (-20°C) 2.0mL 1.0 mL 05¢
Agua Destilada 18L 900 mL 450 mL

Tabla 7. Composicion del Suplemento de Albuminay Ac. Grasos

2L 1L 500 mL
CaC|2 2H,O0 + MgC|2
6H,0 3.0mL 1.5mL 0.75 mL
ZnSO, 7H,0O 2.0 mL ImL 0.5mL
CuS0O, 5H,0 0.2mL 0.1mL 0.05 mL
Vitamina B12 2.0 mL imL 0.5mL
Tween 80 25 mL 12.5mL 6.25 mL
Glicerol 2.0 mL imL 0.5mL
FeSO, 0.1g 0.05¢g 0.025¢g
Piruvato de Sodio 0.08 g 0.04 g 0.02 g
Albumina Bovina + 20g+120mL 10g+60mL  5g+30mL

Agua Destilada estéril

*Preparar solucion de albumina, a ella agregar los demas ingredientes

B. Medio Fletcher (Hartskeerl et al., 2006):

Suspender 2.5 gramos del

completamente.

medio en 920 mL de agua destilada, disolver

Tabla 8. Formula de Preparaciéon de Fletcher

Peptona 0.3g
Extracto de carne 0.2g
Cloruro de Sodio 059
Agua destilada 920 mL
Suero estéril de conejo 10%
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Anexo 8: Calculo del indice kappa (k)

MICROAGLUTINACION
Total
ELISA IgG Reactivo No reactivo
Reactivo 21 18 39
No reactivo 15 65 80
Total 36 83 119
Acuerdo observado 0.722689
Acuerdo esperado 0.568039
Coeficiente kappa 0.358010
Error estdndar de kappa 0.091514
Valor de Z 3.91
Valor de p (una cola) 0.000046
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Anexo 9: Album de iméagenes del proyecto

Etapa |I: Reconocimiento

Io calle K255 71

Foto No. 1.1

Entrada del asentamiento
15 de Enero ubicado en la
12 Calle y 23 Av. De la zona
1, la cual es compartida con
la finca Rivera.

Foto No. 1.2

Durante el reconocimiento
del lugar, se conto con la
presencia de Lda. Anabel
Quintanilla de la Alcaldia
Auxiliar del Distrito No.10

Direccion General de Investigacion .DG.

81



Foto No. 1.3

El asentamiento 15 de Enero
cuenta Unicamente con una
calle principal asfaltada, que
es ademas la Unica via de
acceso al lugar.

Foto No. 1.4

La mayoria de viviendas
estan construidas de lamina
y madera. Cuentan con piso
de cemento y servicio de
energia eléctrica y agua.

Foto No. 1.5

La mayoria de viviendas
cuentan con drenajes, sin
embargo estos no estan
unidos a la red municipal,
ocasionando que la “caja” en
la que convergen provoque
inundaciones en las viviendas
aledanas.
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L . N Foto No. 1.6

R % Rl F g , . En el lugar puede
) Y E v > sa T 48 : : y
P "5 TR *’!ﬁ#\' | > ’7““‘0 = observarse la  presencia
. abundante de perros
callejeros y excretas de los
mismos.
Foto No. 1.7

Los animales de crianza
permanecen fuera de |las
viviendas, sin embargo el sitio
designado para su estancia tiene
una elevada cantidad de basura
y es cercano a un nacimiento de

agua en el lugar.

Foto No. 1.8
Aunque se pudo observar la
presencia de aves de corral,
éstas dificilmente conviven
dentro de las viviendas con
las personas.
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Foto No. 1.9

Dentro del asentamiento,
existe un zanjon de aguas
negras, el cual es causa de
mal olor y contaminacion.

Foto No. 1.10

El zanjon de aguas negras se
ha convertido ademas en un
basurero clandestino en
donde algunos vecinos
depositan la basura de sus
viviendas.

Foto No. 1.11

En este zanjon desembocan
los desechos domésticos de
las viviendas que aun carecen
de drenajes.
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Etapa Il: Informacion a la comunidad

Foto No. 2.1
Durante las charlas informativas realizadas en el salon comunal de

asentamiento 15 de Enero, se contd con acompafamiento del Alcalde
Anviliar del Dictritn N 10

Foto No. 2.2
Durante la charla informativa se brindo informacion general de la enfermedad,
importancia del estudio y metodologia a seguir. Asi mismo se resolvieron todas

las dudad de los participantes.
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Foto No. 2.3

Todos los asistentes,
compartieron sus dudas e
inquietudes acerca del
estudio y la enfermedad,

para muchos desconocida.

Foto No. 2.4
Los habitantes compartieron
de un pequeno refrigerio
posterior a escuchar la
informacion.

Foto No. 2.5

Los lideres del comité
Unico de barrio también
participaron de esta
actividad informativa.
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Etapa lll: Toma de muestra

Foto No. 3.1

Todo el material empleado
fue de uso Unico. Los
desechos fueron tratados de
acuerdo a lo establecido.

Foto No. 3.2

El primer paso consistio en la
informacion y firma del
consentimiento informado de
los participantes.

Foto No. 3.3

Una vez aceptada |la
participacion, se procedio a
la toma de muestra venosa.
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Foto No. 3.4
A cada participante se asigno
un nUmero correlativo, como

parte de la confidencialidad.

Foto No. 3.5

Se conto con la autorizacion de los
padres de familia (o encargados)
para la participacion de menores
de edad en el estudio.
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Foto No. 3.6
Lideres del asentamiento
colaboraron en la difusion
de la importancia del
estudio y la participacion
de los vecinos.

Foto No. 3.7

En  muchas Vviviendas,
todos los integrantes de
las familias aceptaron
participar en el estudio.
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Etapa IV: Transporte y Almacenamiento de muestra

Foto No. 4.1

Las muestras venosas fueron
centrifugadas durante 10
min a 4500 rpm para obtener

el suero.

Foto No. 4.2

El suero obtenido, se colocé en
dos alicuotas de 1.0 mL en
miniviales identificados con el
numero correspondiente. Las
muestras fueron almacenadas a -
20 °C hasta su analisis.

Foto No. 4.3

Se colectaron un total de 119
muestras de suero, de los
habitantes del asentamiento 15
de Enero que  aceptaron
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Etapa V: Preparacion de medios de cultivo

Foto No. 5.1

Para la realizacion de medios
de cultivo se emplearon
instalaciones del Laboratorio
Nacional de Salud.

Foto No. 5.2

Durante la realizacion de medios
de cultivo se emplearon todas las
buenas practicas de laboratorio y
medidas de asepsia.

Foto No. 5.3
Durante esta etapa se conto con el
apoyo y capacitacion por parte del
Lic. Barrios, encargado de la
unidad de  diagnostico de
Leptospirosis.
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Etapa VI: Determinacidon de anticuerpos IgG anti Leptospira por ELISA

Foto No. 6.1

Se contd nuevamente con la
colaboracion del Laboratorio
Nacional de Salud, para realizar
este procedimiento.

Foto No. 6.2

Los kits comerciales empleados
pertenecian a la casa comercial
DRG, con un total de 90 pruebas
por kit con sus respectivos
controles de calidad.

Foto No. 6.3

Se realizaron las diluciones
previas establecidas en el
procedimiento brindado por la
casa comercial.
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Foto No. 6.4

Se trabajaron un total de 123
muestras inlcuyendo las 119
obtenidas de los pobladores del
asentamiento 15 de Enero, 3
controles  positivos 'y  uno

negativo.
Foto No. 6.5
Los resultados obtenidos pora el
método ELISA fueron

confirmados mediante la prueba
de microaglutinacion (MAT).

Foto No. 6.6
El método ELISA es una prueba
de screening cuyo procedimiento

es relativamente sencillo.
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Foto No. 6.7

Del total de 119 muestras, se
obtuvo un total de 39 muestras,
confirmandose por el método
MAT solamente 21.

Foto No. 6.8

El equipo empleado en el
Laboratorio Nacional de Salud
permitid la realizacion de la
prueba, con mayor exactitud.

Foto No. 6.9

Los resultados obtenidos fueron
registrados en los formularios
correspondientes para su registro

y analisis.
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