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RESUMEN

Se empled la técnica molecular de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés),
comparada con la técnica seroldgica de referencia para la deteccidén de Leptospira spp., para evaluar
su aplicacion como método de diagnoéstico de leptospirosis en muestras de pacientes sintomaticos de
reciente infeccion, atendidos por el sector salud del noroeste de México. Se analizaron muestras de 34
pacientes tanto por PCR como por la técnica de microaglutinacién (MAT, por sus siglas en inglés). Los
resultados obtenidos mediante PCR mostraron completa concordancia con las determinaciones de pa-
cientes positivos o indeterminados mediante MAT. De 31 muestras negativas o no confirmadas por MAT,
7 resultaron positivas mediante la prueba de PCR (20%). La técnica de PCR implementada en este estudio
mostro ser una herramienta util en el diagnostico de la enfermedad combinada con la prueba serolégica
MAT, destacando su ventaja en la deteccion temprana de la leptospirosis.

ABSTRACT

The Polymerase Chain Reaction (PCR), compared to the serological reference technique for the detec-
tion of Leptospira spp., was implemented to evaluate its application as a leptospirosis diagnosis method
in samples of symptomatic patients of recent infection from the health sector in northwestern México.
Samples of 34 patients were analyzed using the PCR and the microagglutination test (MAT). The results
obtained by the PCR showed complete concordance with the determinations of positive or indeterminate
patients obtained by the MAT. Out of 31 negative samples or not confirmed by the MAT, 7 (20%) were posi-
tive by the PCR. The PCR technique implemented in this study showed to be a useful tool in the diagnosis
of the leptospirosis combined with the serological test MAT, emphasizing its usefulness for early detection of
this disease.
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INTRODUCCION

La leptospirosis es un problema de salud publica tanto en
paises subdesarrollados como en paises desarrollados.
Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (WHO,
por sus siglas en inglés) cada afio se presentan 14 nuevos
casos por cada 100 000 habitantes de leptospirosis en el
mundo (WHO, 2011). Sin embargo, se cree que la prevalen-
cia de la enfermedad estd subestimada (Hartskeerl, 2006).
La incidencia promedio mundial de leptospirosis humana
endémica es de 5 casos por cada 100 000 habitantes segun
la OMS, aclarando que existen zonas donde se alcanza-
ron hasta 975 casos por cada 100 000 habitantes. Para el
caso de América la estimacion es de 12.5 casos por cada
100 000 habitantes (WHO, 2011). La situacién epidemio-
logica de leptospirosis en México en el 2010 presentaba
una tasa nacional de 0.45 casos por cada 100 000 habitan-
tes, y los estados que presentaron una incidencia ma-
yor son: Hidalgo, Sinaloa, Veracruz, Tabasco, Yucatan
y Sonora que oscilaban entre 0.22 a 9.80 casos por cada
100 000 habitantes (Secretaria de Salud, 2012). Segun los
informes periédicos de la Secretaria de Salud (2017), el es-
tado de Sonora presenta anualmente casos confirmados
de enfermedades infecciosas como Dengue y Rickettsio-
sis, ambas con caracteristicas clinicas muy similares a las
que presenta la leptospirosis (Garcia-Ruiz et al.,, 2016; Le-
vett, 2001). Por tal motivo, a muchos de los pacientes que
presentan sindrome febril se les realiza la prueba diagnos-
tica para estas tres enfermedades.

Existen varias pruebas de laboratorio que se utilizan para
el diagndstico de leptospirosis dentro de las que destacan:
cultivo bacteriano, Enzyme-Linked ImmunoSorbent As-
say (ELISA), deteccidn de IgM y por la Técnica de Microa-
glutinacién (MAT, por sus siglas en inglés). Esta ultima, es
considerada el estandar de oro del serodiagnostico por su
insuperable especificidad diagnéstica (serovar/serogrupo)
en comparacion con las otras pruebas disponibles actual-
mente (WHO, 2003). Sin embargo, en ocasiones puede
mostrar resultados poco concluyentes debido a la dificultad
de obtener segundas muestras serologicas del paciente que
permitan observar la seroconversion cuando en la primera
muestra se presentan resultados negativos o titulos bajos
(De Abreu et al,, 2006; Levett & Branch, 2002). Por otra parte,
también se puede mencionar las restricciones de algunos la-
boratorios de disponer de un gran numero de cepas de refe-
rencia de Leptospira spp., Utiles para llevar a cabo la prueba.

Actualmente, es muy recomendable contar con méto-
dos de diagnostico de leptospirosis basados en las técni-
cas moleculares modernas, como la Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR, de sus siglas en inglés) puesto que
ha resultado ser muy util en la deteccién de diversos pa-
togenos, presentando varias ventajas sobre las técnicas de
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deteccidn serologicas como mayor sensibilidad y rapidez
en la obtencioén de resultados (Branger et al.,, 2005; Kuri-
lung et al,, 2017; Riediger et al., 2017).

Algunos protocolos de diagnostico de leptospirosis
mediante PCR, se basan en la amplificacion el gen LipL32
que codifica a una lipoproteina altamente conservada en la
membrana externa de las especies patdgenas de leptospi-
ras, ademas es considerada importante en la patogénesis
de la enfermedad (Kumaran et al., 2017; Vivian et al., 2009).

Eluso rutinario de la PCR para el diagnostico de leptos-
pirosis podria ayudar a superar las limitaciones de la MAT
mencionadas anteriormente y permitir la deteccion du-
rante el periodo de dias en el que la bacteria se encuentra
en sangre (fase septicémica) e inclusive en orina. Muchos
de los laboratorios oficiales que diagnostican leptospirosis
en México, no cuentan con esta técnica molecular inva-
luable para el diagnostico y tratamiento temprano en los
casos sospechosos y positivos de leptospirosis.

El objetivo del presente trabajo fue comparar la aplica-
cion de la técnica de PCR y MAT para el diagnostico de lep-
tospirosis en sueros de pacientes sintomaticos referidos al
Laboratorio Estatal de Salud Publica de Sonora (Lespson).

MATERIALES Y METODOS

Muestras analizadas

El estudio fue descriptivo, retrospectivo con muestreo
no probabilistico, por conveniencia. Se emplearon n = 34
muestras de suero de pacientes sintomaticos colectadas
en centros de salud del estado de Sonora por personal de
la Secretaria de Salud y referidas al Lespson, en el periodo
de junio-diciembre del 2009. Dichas muestras se tomaron
durante los primeros 7 dias de iniciados los sintomas. Los
pacientes cursaban con sindrome febril y otra signologia
caracteristica de leptospirosis y/o presentaban previa-
mente un resultado positivo mediante MAT. Las mues-
tras empleadas en este estudio habian sido previamente
procesadas por personal del Lespson para el diagndstico
serologico de Leptospira. En algunas muestras donde el
diagnostico presuntivo no era claro para leptospirosis, el
Lespson las analizod para el diagnostico de Dengue y Ric-
kettsia. El tratamiento y manejo de las muestras se hizo
en apego a estricta confidencialidad. No se tuvo acceso a
los datos de identidad de las muestras, ni demograficos.
La informacién obtenida se limité a los datos clinicos de
cuadro presuntivo por referencia epidemiologica y resul-
tados de prueba MAT.
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Cepas de referencia

Se usaron 6 cepas patdgenas Leptospira spp., de referencia
nacional (serovariedades: canicola, icterohaemorrhagiae,
pyrogenes, automnalis, cynopteri y hardjo) proporciona-
das por el Lespson. Estas cepas se inocularon en tubos es-
tériles con 5 ml de medio Ellinghausen y Mcllough, modi-
ficado por Johnson y Harries (EMJH) (SIGMA) y se dejaron
incubando a 29 °C durante 7 dias o hasta alcanzar una con-
centracion de 1 x 108 leptospiras/mL (WHO, 2003).

Analisis MAT

Las muestras de suero de los pacientes se analizaron (de-
terminacion realizada por personal de Lespson) mediante
el método de referencia de MAT en la que se emplearon
6 serovares de Leptospira spp., como antigenos vivos, de
acuerdo a lo recomendado por la WHO (2003). Se consi-
deraron casos positivos de infeccion reciente de leptospi-
rosis los sueros unicos con titulo de anticuerpos mayor o
igual a una dilucién 1:800. Las muestras de sueros unicos
positivos con titulos menores a una dilucion 1:800 se con-
sideraron casos positivos indeterminados, mientras que el
resto de los sueros se consideraron casos negativos o no
confirmados mediante MAT.

Andlisis molecular por PCR

En este estudio se analizaron por PCR los ADN extraidos
de las muestras de suero y de las cepas de Leptospira spp.,
usadas como control, utilizando el kit QIAamp DNA Mini
(QIAGEN) bajo las instrucciones del fabricante. Las con-
diciones para el aislamiento de ADN gendmico de las
muestras clinicas y cepas de referencia, se hicieron en el
Laboratorio de Agentes Patdgenos del Lespson, en cam-
pana de bioseguridad nivel 3 (BSL-3).

Para las amplificaciones de ADN se utilizaron los oligo-
nucleoétidos especificos para un fragmento del gen LipL32
(260 pb) y las condiciones de termociclado descritas por
Branger et al., (2005). Las amplificaciones se llevaron a
cabo en un termociclador Gene Cycler™ (BIORAD). Se
colocaron 40 pL de la mezcla de reactivos del kit Plati-
num PCR SuperMix High Fidelity (Invitrogen), 5 uL (1 ng
a 500 ng) del ADN purificado y 2.5 pL de cada iniciador
(20 uM) (HaplFDx 5-GCAAGCATTACCGCTTGTGG-3 y
HaplRDx 5- TGTTGGGGAAATCATACGAAC-3) aun volu-
men final de 50 pL. La mezcla de reactivos se incubd bajo
las siguientes condiciones: un ciclo a 94 °C por 5 min, se-
guido de 40 ciclos a 94 °C por 15 s, 60 °C por 35 s, 72 °C por
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40 sy una extension finala 72 °C por 10 min. Los productos
de PCR obtenidos fueron analizados por electroforesis en
gel de agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio y vi-
sualizados con un fotodocumentador de UV Gel Logic 100
System (KODAK).

Andlisis estadistico

Se realizo estadistica descriptiva de los datos, se calcularon
los porcentajes de muestras positivas y negativas para cada
técnica, asi como los datos de sensibilidad y especificidad.

RESULTADOS

Se establecieron las condiciones experimentales de la téc-
nica de PCR para la amplificacidon de un fragmento interno
del gen LipL32 (260 pb) utilizando 6 cepas de referencia de
Leptospira. La figura 1 muestra el perfil electroforético en
gel de agarosa de los productos de PCR de un fragmen-
to interno del gen LipL32 de Leptospira, de los serovares:
canicola, icterohemorragica, pyrogenes, automnalis, cy-
nopteri y hardjo respectivamente (260 pb). Los resultados
muestran la obtenciéon del amplicon de tamario esperado,
segun lo descrito por Branger et al., (2005).

Perfil electroforético en gel de agarosa al 2% de los productos de PCR de un fragmento
interno del gen LipL32 de Leptospira spp. Linea 1 marcador de peso molecular; linea 2-7
serovares: canicola, icterohemorragica, pyrogenes, automnalis, cynopteri y hardjo respec-
tivamente (260pb); linea 8 control negativo (mezcla de reactivos para PCR mds agua).
Fuente: Elaboracion propia.
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Se analizaron 34 sueros de pacientes con sospecha de
leptospirosis mediante MAT y PCR, de los cuales se detec-
taron como positivos e indeterminados mediante MAT a 3
(9%) pacientes, mismos que resultaron positivos también
por PCR. De los 31 pacientes con resultado negativo o no
confirmado mediante MAT encontramos que 7 (20%) de
esos pacientes presentaron un resultado positivo a la téc-
nica de PCR (tabla 1), esto nos indica que la técnica de PCR
es mas sensible que la de MAT para el diagnostico de la
enfermedad en los primeros dias de iniciados los sinto-
mas. La sensibilidad y especificidad de la técnica de PCR
fue de 100% y 77.4%, respectivamente. Adicionalmente, se
encontrd que 2 casos positivos por PCR presentaron co-
infeccion con Dengue (MAT negativo) y Rickettsia (MAT
indeterminado) (tabla 1).

En cuanto a los sintomas clinicos mas frecuentes re-
feridos por los pacientes confirmados o probables casos
de leptospirosis podemos mencionar: fiebre (100%), dolor
de cabeza (100%), dolor muscular (100%), artralgia (90%),
diarrea o dolor abdominal (50%), entre otros. Un dato re-
levante que encontramos en este trabajo fue el hecho de
encontrar un caso de defuncion que presento escape de
liquidos, signo clinico no presente en el resto de los pa-
cientes, que pudo haber agravado el estado de salud del
paciente. Cabe mencionar que este caso de defuncién
tuvo un resultado positivo a leptospirosis mediante PCR y
negativo al MAT (tabla 2).

DISCUSION

La leptospirosis es una enfermedad re-emergente de im-
portancia en salud publica. Sin embargo, no se ha siste-
matizado y ampliado su vigilancia epidemioldgica, y existen
factores bioclimaticos que pueden favorecer su presencia en
diferentes regiones, por lo que los datos de prevalencia en el
pais podrian estar subestimados (Sanchez-Montes, Es-
pinoza-Martinez, Rios-Murnioz, Bersunza-Cruz & Becker,
2015). El éxito del control epidemioldgico de la leptospi-
rosis depende de su prevencion y diagnostico oportuno.
Algunos trabajos han demostrado que los tratamientos
farmacoldgicos utilizados contra esta enfermedad son
mas efectivos si se administran en las primeras etapas del
padecimiento (Koizumi & Watanabe, 2009). Las limitantes
del diagnodstico oportuno son la disponibilidad de méto-
dos directos o indirectos en los laboratorios oficiales. Por
ello, en el presente trabajo se utilizé una técnica de PCR
capaz de detectar la presencia de la bacteria Leptospira
spp., en cultivos de cepas de referencia y en muestras cli-
nicas de humanos. La PCR permitié identificar un mayor
porcentaje de muestras positivas (29%) con respecto al es-
tdndar de referencia MAT (9%). El aumento en la sensibili-
dad de diagndstico de técnicas moleculares con respecto
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a las pruebas seroldgicas, también ha sido reportado por
otros autores (Mullan & Panwala, 2016; Woods et al., 2017).

Las diferencias encontradas entre las pruebas son atri-
buibles a la misma evolucion natural de la enfermedad,
donde la bacteremia se observa en los primeros dias de
infeccidn, cuando es mas factible que sea detectable por
pruebas moleculares pero no serologicas; posteriomente
baja la carga bacteriana y da paso a la aparicion de anti-
cuerpos IgM, base del diagnostico por MAT. Por lo que es
importante realizar mas estudios sobre la concordancia y
complementariedad de las técnicas cuando se tiene solo
una muestra, para tener un tratamiento mas oportuno de
los pacientes (Waggoner et al.,, 2015).

La co-infeccidén observada de los pacientes PCR positi-
vos con Dengue y Rickettsia, respectivamente, también ha
sido observada en estudios previos (Levett, Branch & Ed-
wards, 2000; Navarrete-Espinosa et al., 2015). La mayoria
de los pacientes refieren una sintomatologia clinica muy
caracteristica de la enfermedad y ademas presentan una
similitud entre ellos en algunas manifestaciones, caracte-
risticas observadas en otros trabajos (Ooteman et al., 2006).

Cabe mencionar que el periodo de septicemia puede
llegar a durar hasta diez dias después de contraida la in-
feccion, esta situacion pone en mayor vulnerabilidad a
personas con problemas previos de salud (por ejemplo,
rifién, higado y pulmoén) pudiendo evolucionar de una
manera mas agresiva e incluso provocar la muerte, como
pudo haber sido el caso del paciente fallecido.

Resultados de la PCR en los diferentes casos clinicos
de leptospirosis evaluados por la prueba MAT

Tabla 1

Caso

{ MAT | MAT | PCR . PCR : Co-infeccion

(+) 0 () () ()
Positivo-infeccion 1 _ 1 B 0
reciente (1:1280)
Positivo-indeterminado : :
(1:80y1:160) 2 - 2 - 1 (Rickettsia)
Negativo o ~ 7/31
no confirmado 5 (20%) : 24 1 (Dengue)
Total de pacientes 3/34 : 31/34 : 10/34 | 24/34 >

(9%) @ (91%) : (29%) @ (71%)

(n=34)

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 2 Sintomas de los pacientes positivos a leptospirosis mediante MAT y PCR

Casos positivos e

Casos probables

Total de casos

e e *(n=7) (n =10)
n Porcentaje n Porcentaje n Porcentaje

Signos y sintomas
Fiebre 3 100 7 100 10 100
Dolor de cabeza 3 100 7 100 10 100
Dolor muscular 3 100 7 100 10 100
Artralgia 3 100 6 86 9 90
Diarrea o dolor abdominal 2 66 4 57 6 60
Problemas respiratorios 2 66 3 43 5 50
Otros ** 1 33 6 86 7 70
Nausea y vomitos 1 33 5 71 6 60
Dolor retro cular 1 33 5 71 6 60
Fotofobia 1 33 5 71 6 60
Conjuntivitis : 1 33 4 57 5 50
Lesiones cutéaneas y subcutaneas 1 33 3 43 4 40
Ictericia : 1 33 0 0 1 10
Esplenomegalia 1 33 0 0 1 10
Hemorragia 0 0 2 29 2 20
Escape de liquidos *** 0 0 1 14 1 10

# Casos positivos e indeterminados mediante MAT.

* Casos positivos mediante PCR y negativo mediante MAT.

** Otros signos o sintomas: prurito, faringitis, rinitis, alteracion del gusto, tos.

*** Defuncion.

Fuente: Elaboracién propia.

CONCLUSIONES REFERENCIAS

En el presente trabajo se demostro la utilidad y beneficios
que tiene la prueba de laboratorio PCR como comple-
mento al MAT para el diagnostico de leptospirosis sobre
todo en los primeros dias de la enfermedad y en aquellos
pacientes donde se carece de muestras pareadas. Imple-
mentarla de forma rutinaria permitiria un diagndstico
mas oportuno y preciso en la evolucion de la enfermedad
y lograria reducir el indice de casos indeterminados y fal-
SOs negativos que se presentan en muchos de los casos
donde solo se realiza el MAT, situaciéon de suma importan-
cia desde el punto de vista de salud publica.
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