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Resumen

Introduccién: la leptospirosis es una enfermedad infec-
ciosa producida por espiroquetas del género Leptospira.
Se disemina a través de la orina de animales domésticos,
con mayor frecuencia por roedores. En Reptblica Domini-
cana se necesitan pruebas confiables para el diagnéstico en
etapas tempranas de la enfermedad. En el presente trabajo
se aborda la validez diagnéstica del PCR en Tiempo Real y
del IGM (INMUNODOT) en comparacién con la prueba
de Microaglutinacién (MAT).

Materiales y métodos: se realiz6 un estudio observacional,
descriptivo, de corte transversal con 69 pacientes admi-

tidos en el Hospital Regional “José Maria Cabral y Bdez”
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Abstract

Introduction: Leptospirosis is an infectious disease caused
by spirochaetes of the genus Leptospira. It spread through
the urine of domestic animals most frequently in rodents.
Need reliable tests to diagnose in early stages of the disease
and it has been proposed the use of the PCR in real-time
as an option. The present work deals with the diagnostic
real-time PCR and IGM (INMUNODOT) in comparison
with the Microagglutination (MAT) test.

Materials and methods: An observational, descriptive,
cross-sectional study with 69 patients admitted as possible
Leptospirosis in the Hospital “Jose Maria Cabral y Bdez” of
Santiago from 2010 to 2012.
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con diagnéstico presuntivo de leptospirosis desde el 2010
hasta el 2012.

Resultados: del total de los casos (69), la mayoria fueron
del sexo masculino (94.2 %), menores de 49 afios (79.4 %)

y provenian de la provincia de Santiago (58 %).

La mortalidad fue de 52.1 % de los cuales 52.3 % fueron
reportados positivos para Leptospira y 47.6 % resultaron

negativos segin el MAT.

Al comparar los resultados de PCR en relacién al MAT se
obtuvo una sensibilidad de 27.3 % y una especificidad de
80 %. Los resultados del PCR y del Immunodot fueron
equivalentes.

Conclusién: en el presente trabajo la realizacién del PCR
en sangre, después del 5to dia de inicio de la enfermedad,
no demostré ser mejor que la Inmunodot para la detec-
cién temprana de la enfermedad, al contrastarlos con el
resultado del MAT. En Republica Dominicana, los casos
hospitalizados con diagnéstico presuntivo de leptospirosis
permanecen con muy alta mortalidad. Por tanto, es prio-
ritario optimizar el diagndstico y el tratamiento de estos
casos. En este estudio, los casos confirmados con Leptospi-
rosis que fallecieron indican que debe actualizarse el proto-
colo de tratamiento y asegurarse que pueda implementarse.
Por otra parte, los casos no confirmados fallecidos exigen
investigar otras causas de enfermedad como la Infeccién
por Hanta Virus.

Palabras clave: Leptospirosis Humana; PCR; Inmunodot;

MAT.

Introducciéon

Laleptospirosis es una enfermedad infecciosa causada
por espiroquetas patdgenas del género Leptospira
que afecta a humanos y animales. Es una de las
zoonosis mas comunes del mundo® 2. Se disemina a
través de la orina de animales domésticos, principal-
mente roedores. Los factores de riesgo para la infec-
cién incluyen: exposicién ocupacional (agricultores,
ganaderos, trabajadores de mataderos, cazadores,
veterinarios, lefiadores, trabajadores de alcantari-
llado, arroceros, comerciantes de mascotas, militares,
trabajadores de laboratorio, etc); actividades recrea-

Results: Of the total cases (69), most were male (94.2%),
under 49 years of age (79.4%) coming from the province
of Santiago (58%). Mortality was 52.1% of which 52.3%
were reported positive for leptospirosis and 47.6% were
negative according to the MAT.

To compare the results of PCR in relation to the MAT was
obtained a sensitivity of 27.3% and a specificity of 80%.
The results of the PCR and immunodot were equivalent.

Conclusion: In this study, the realization of the PCR in
blood after the 5th day of the disease not proved to be better
than the Inmunodot for the early detection of the disease. Is
necessary to evaluate cases less than 5th day. In the Domi-
nican Republic, hospitalized with a presumptive diagnosis
of Leptospirosis cases remain with very high mortality.
Therefore, it is important to optimize the diagnosis and
treatment of these cases. In this study, confirmed cases with
Leptospirosis who died, indicate that you must upgrade the
treatment protocol and ensure that it can be implemented.
On the other hand, the deceased not confirmed cases
require to investigate other causes of disease as the Hanta
Virus infection.

Keywords: Human Leptospirosis; PCR-RT; Inmunodot;
MAT

tivas (en agua dulce, rios, piscinas, canoas, ciclismo
de montana, etc); exposiciéon doméstica (perros,
ganado domesticado, sistemas de captacién de agua
de lluvia, infestacién por roedores infectados, etc);
u otros (caminar descalzo a través de aguas super-
ficiales, lesiones de piel, contacto con roedores
silvestres, exposicién accidental, etc.).>®.

La incidencia en el trépico es aproximadamente
diez veces mayor que en regiones templadas’. Se ha
reportado que la incidencia anual oscila entre 0,1 y
1 por cada 100,000 personas residentes en las zonas
templadas, a 10 o mds por 100,000 en personas que

18 | Cienciay Salud 2022; 6(1, enero-abril): 17-24 e Articulo original

Maria Zunilda Nuiez, Maria Lucia Fortuna, Bienvenido Verasc, Aseret Medi-na, Luis Mena, Elizabeth Gutiérrez,
Cristobalina Ramirez, Coral Vargas y Argelia Aybar

viven en climas tropicales y hasta 100 o mds por
cada 100,000 personas cuando ocurren brotes®. La
magnitud del problema en las regiones tropicales y
subtropicales puede atribuirse, en gran medida, a las
condiciones climdticas y ambientales’. El riesgo de
brotes aumenta durante las temporadas ciclénicas e
inundaciones'. En el 2007, en la Republica Domi-
nicana, luego del paso de los huracanes Noel y Olga,
se registraron 2,355 casos de leptospirosis, con una
tasa de mortalidad de 24.8 por cada 100,000 habi-
tantes. En el 2010, afio en el cual no hubo procesos
climatolégicos de importancia, la tasa de morbi-
lidad y la tasa de mortalidad descendieron a 2.3 y
0.3 por cada 100,000 habitantes, respectivamente''.
Ademds, esta enfermedad se reconoce como una
causa de fiebre en turistas en los trépicos, incluyendo
los visitantes de la Republica Dominicana'.

El diagnéstico adecuado y a tiempo de la leptos-
pirosis es atin problemdtico'?. Con frecuencia, esta
enfermedad se presenta con sintomas y signos simi-
lares a otras enfermedades infecciosas, como dengue,
malaria, chikungunya y zika'?, por lo cual puede
confundirse con facilidad. El curso clinico de esta
varia desde una presentacién asintomdtica, hasta
un cuadro severo con alta mortalidad'. La mayoria
de los casos son leves y autolimitados o subcli-
nicos, pero algunos pueden complicarse de forma
severa y ser potencialmente fatales. La enfermedad
tiene un periodo de incubacién de 2 a 26 dias (en
promedio 10 dias) y se presenta generalmente con
inicio abrupto, contracturas musculares, mialgias y
cefaleas en un 75 a 100 % de los pacientes. Otros
signos son eyeccién conjuntival, nduseas, vémitos,
diarreas, faringitis, esplenomegalia, linfadenopatia,
hepatomegalia, auscultacién respiratoria anormal y
erupciones en la piel. Generalmente, los hallazgos se
atribuyen a la respuesta inmunoldgica del huésped,
mds que a la accién directa de la espiroqueta®.
Algunos autores confirman que existen evidencias
solidas de que los mecanismos inmunopatolégicos
contribuyen a la evolucién de la enfermedad'**¢.

Aunque los pacientes sospechosos tengan datos de
historia de exposicién, signos y sintomas suges-
tivos de leptospirosis y hallazgos de laboratorio que
descarten posibles diagndésticos diferenciales, el diag-
néstico de la enfermedad debe ser confirmado por
pruebas de laboratorios especificas. Las pruebas habi-
tuales para leptospirosis son imprecisas y son foco
de debate e investigacién, particularmente las que
podrian ser confirmatorias en las etapas tempranas
de la enfermedad. Algunas técnicas moleculares
como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR,
por sus siglas en inglés) se recomiendan para contri-
buir al diagnéstico en su etapa temprana'”'®,

Cardona et al.,"” en un estudio sobre el diagnéstico
de leptospirosis mediante PCR en pacientes con
sindrome febril icterohemorragico, encontraron que
la PCR tiene un valor predictivo positivo de 40 % e
indicaron que la PCR es capaz de detectar leptospiras
en sangre antes de que los anticuerpos séricos puedan
ser detectados. Encontraron, ademds, que la eficiencia
de la PCR fue mayor en muestras de orina.

En algunos estudios que evaluaron la sensibi-
lidad y especificidad de las pruebas diagnésticas, se
encontrd que la sensibilidad del cultivo fue de 10.5 %;
la del test de microaglutinacién (MAT), 49.8 %; y la
sensibilidad de la combinacién de ambas, 55.5 %.
La PCR por si sola, fue ligeramente mds sensible
(55 %). Sin embargo, la prueba de ensayo de flujo
lateral tuvo una sensibilidad de 85.6 % y combi-
nada con la PCR, mostré la mejor sensibilidad y
especificidad: 93.2 % y 93.1 %, respectivamente.
Estos autores sugieren que el uso de MAT subestima
la incidencia y prevalencia de la leptospirosis™.

Numerosas pruebas seroldgicas alternativas al MAT
han sido desarrolladas. Algunos estudios favorecen el
uso del IgM dot-ELISA y ELISA IgM como rastreo
inicial rdpido de la infeccién por Leptospira, con
subsecuente confirmacién con MAT",

En este sentido, la presente investigacién, como obje-
tivo primario, buscé evaluar la efectividad y validez
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diagnéstica de la Reaccién en Cadena de Polimerasa
en tiempo real (PCR-RT), IgM por Inmunodot y
el test de Microaglutinacién (MAT) para el diag-
néstico temprano en pacientes con sospecha clinica
de Leptospirosis Humana. Ademds, como objetivos
secundarios, se buscé determinar la proporcién de
casos sospechosos de Leptospirosis Humana que
tuvieron confirmacion del diagnéstico por la prueba
de MAT vy caracterizar los datos sociodemogréficos
de los pacientes confirmados con la enfermedad.

Materiales métodos
Diserio del estudio

Se realizé un estudio observacional, descriptivo, de
corte transversal de pacientes admitidos desde el
afio 2010 hasta el 2012 con diagndstico presuntivo
de leptospirosis en el Hospital Regional Universi-
tario “José Maria Cabral y Bdez” (HRUJMCB) de
Santiago de los Caballeros, Republica Dominicana,
para comparar la validez diagnéstica de tres pruebas
de laboratorio para Leptospirosis Humana.

Participantes

La poblacién de estudio estuvo compuesta por los
adultos que acudian ala emergenciadel HRUJMCB
con cuadro clinico sugestivo de leptospirosis. Se
utilizaron como criterios de inclusién las caracte-
risticas clinicas vigentes para realizar un diagnds-
tico presuntivo de leptospirosis, descritas por las
Normas Nacionales de Vigilancia Epidemiolégica
(fiebre de comienzo repentino, cefalea, escalofrios,
mialgia intensa e inyeccién de conjuntivas). Se
excluyeron los pacientes que resultaron positivos
para otras enfermedades infecciosas, como Malaria,
Hepatitis A, B y C. El estudio conté con la aproba-
cién del Comité de ética del hospital de estudio y
del Consejo Nacional de Bioética en Salud (CONA-
BIOS). Se obtuvo un consentimiento o asenti-
miento informado de todos los pacientes.

Variables

Los pardmetros generales que se emplearon para
describir la poblacién fueron los datos demogra-
ficos (edad, sexo, nacionalidad y lugar de residencia)
e informacién clinica estandarizada para diagnés-
tico de leptospirosis (signos y sintomas). El diag-
néstico de leptospirosis fue confirmado mediante
las siguientes pruebas de laboratorio: Reaccién en
Cadena de Polimerasa en tiempo real (PCR-RT),
IgM por Immunodot y el test de Microaglutinacién
(MAT). Se tomaron las muestras luego del ingreso
del paciente al hospital.

La PCR-RT se analizé por medio del kit de extraccién
de ADN de Tejido de Oiagen y se envié a un labo-
ratorio de Patologia Molecular. La IgM Inmunodot
se analizé mediante el kit de DST de Inmunodot.
Para el test de Microaglutinacién (MAT) la muestra
fue tomada por el Departamento de Epidemiologia
del hospital y posteriormente enviada al Laboratorio
Veterinario Central (LAVECEN) de la ciudad de
Santo Domingo, Repiblica Dominicana. El tiempo
aproximado para el traslado es de tres horas.

Andlisis estadistico

La efectividad de la prueba de PCR-RT e Inmunodot
fue evaluada usando los pardmetros de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y negativo,
empleando la prueba de Microaglutinacién (MAT)
como prueba estindar o “gold standard”. Por otra
parte, la relacién entre la prueba MAT y la morta-
lidad fue calculada por medio de chi-cuadrado (X?),
estimando que la asociacién tiene significancia
cuando el p-valor es <0.05.

Resultados

Se evaluaron 250 pacientes, de los cuales 69
cumplieron con los criterios de elegibilidad. De estos
69, en 6 casos no se obtuvo el resultado del MAT,
para un 8,69 % del total de muestras. Se observé
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que la mayoria de los casos eran hombres (94.2 %)
menores de 49 afios (79.4 %). El lugar de proce-
dencia més frecuente fue la ciudad de Santiago de
los Caballeros (58 %). Los serotipos més frecuentes
de Leptospira identificados por la prueba MAT
fueron: 1) Leptospira Grippo (18.1 %); Leptospira
pomona (15.1 %); y Leptospira Ictero-haemorra-
giae con 4 casos (12.1 %).

Para el andlisis de sensibilidad se empleé el test
de MAT como prueba de oro y se compararon las

pruebas de PCR-RT e Inmunodot.

Al realizar el test de MAT, 33 pacientes (52.4 %)
resultaron positivos para la enfermedad. La preva-
lencia de la enfermedad segtn la prueba PCR-RT
fue 23.8 %, mientras que la sensibilidad fue 27 %
(ideal 80 %), la especificidad de 80 % (ideal 90 %),
el valor predictivo positivo de 60 % (ideal 100 %)
y el valor predictivo negativo de 50 % (ideal 100 %).
La prevalencia de la enfermedad segiin la prueba
de Inmunodot fue de 28.6 % y la sensibilidad
fue de 48 % (ideal 80 %), la especificidad de 93 %
(ideal 90 %), el valor predictivo positivo de 89 %
(ideal 100 %), y el valor predictivo negativo de
62.2 % (ideal 100 %).

La mortalidad por leptospirosis fue alta; 35 pacientes
(55.5 %) murieron. La relacién entre la prueba

MAT y la mortalidad no fue significativa (p=0.208).
Discusiéon

El presente estudio muestra que en Republica
Dominicana los casos hospitalizados con diagnéds-
tico presuntivo de leptospirosis presentan una
muy alta mortalidad. El hecho de encontrar una alta
proporcién de pacientes que fallecieron con pruebas
para Leptospira negativa sugiere que se debe inves-
tigar la posibilidad de otras afectaciones en dichos
individuos. Se recomienda realizar la prueba de
Hanta Virus, particularmente en pacientes sospe-
chosos para leptospirosis con datos de hemorragia
pulmonar y afeccién renal, puesto que se ha demos-
trado la relacién entre ambas™ .

Al igual que en otros estudios, en el presente trabajo
las pruebas para el diagnéstico temprano de la leptos-
pirosis como el PCR-RT e Inmunodot fueron poco
efectivas y es necesario implementar o encontrar
nuevas pruebas diagnésticas®* 2. Estudios sugieren
mejores resultados utilizando el PCR-RT en orina®.
En cambio, la prueba que recientemente ha repor-
tado una mayor sensibilidad (85.6 %) es la prueba
de ensayo de flujo lateral y la combinacién de esta
con el PCR-RT mostré la mayor sensibilidad y espe-
cificidad (93.2 % y 93.1 %, respectivamente)®.

Hallazgos recientes con la prueba de Leptocheck-WB
(prueba de IgM basada en inmunocromatografia)
muestran una alta sensibilidad y aseguran que es
efectiva para realizar el diagnéstico de leptospirosis
de manera rdpida y ficil*. Con estos hallazgos, pare-
ciera que la opcién ideal para confirmar o descartar
la enfermedad podria ser la realizacién de la prueba
de Leptocheck-WB para tamizaje, realizacién de
la prueba de flujo lateral y PCR-RT para confirma-
cién y el test de MAT para identificacién de las
cepas de leptospirosis.

Conclusiones

Considerando la alta morbimortalidad en los casos
sospechosos de leptospirosis ingresados en hospitales
publicos de la Repuiblica Dominicana y la deficiencia
demostrada de pruebas diagndsticas confirmatorias
en etapas tempranas de la enfermedad, se justifica
continuar investigando sobre este tépico en el pais.

Es necesario aumentar los esfuerzos para optimizar
el diagnéstico y el tratamiento en casos de Leptospi-
rosis Humana en Reptblica Dominicana, mediante
la actualizacién del protocolo de manejo y la
garantia de su implementacién. El Servicio Nacional
de Salud necesita contar con laboratorios modernos
para el diagnéstico confirmatorio de la leptospi-
rosis en las diferentes regiones del pais, para con esto
agilizar y garantizar fiabilidad de los resultados del
diagndstico. Ademds, se hace necesario caracterizar
otras causas de cuadros clinicos similares a la leptos-
pirosis en el pais, como, por ejemplo, los causados
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por Hantavirus, considerando el hecho de los casos
afectados que mostraron resultados negativos del
test de MAT y que manifestaron alteraciones renales
y pulmonares. También se sugiere restablecerse la
realizacién de autopsias en los pacientes fallecidos
por la enfermedad, para un mejor entendimiento de
la misma?’.

Por otra parte, recomendamos profundizar en el tema
con mds investigaciones sobre la asociacién entre la
aparicion de las complicaciones y la mortalidad por
leptospirosis con las variables demogréficas, el tipo
de Leptospira y las alteraciones de laboratorio.

Financiacién

El presente estudio fue realizado con el auspicio del
Fondo de Incentivo a la Investigacién Cientifica y
Tecnolégica (FONDOCYT) del Ministerio de Edu-
cacién Superior, Ciencia y Tecnologia (MESCYT)
de la Republica Dominicana.
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