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RESUMEN

Introduccion: la leptospirosis humana es una enfermedad infecciosa aguda que
sin diagndstico y tratamiento temprano puede conllevar a la muerte del paciente.
En Cuba son escasos los estudios relacionados con la deteccién molecular de
Leptospira en muestras de fallecidos.

Objetivo: evaluar una metodologia de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
para la deteccion de ADN de leptospiras patdgenas en muestras frescas de tejidos
de fallecidos con sospecha de leptospirosis.

Métodos: se evalud y aplicé una PCR para la deteccidon de ADN de Leptospira spp.
patdgenas en el periodo 2012-2013. Esta PCR se estimo utilizando cultivos de
leptospiras y en tejidos humanos infectados artificialmente con leptospiras
patégenas. Ademas la PCR se aplicé a muestras de érganos frescos de fallecidos
con sospecha de leptospirosis, comparando los resultados con otra PCR reportada y
usada para muestras frescas post-mortem.

Resultados: la PCR evaluada resulté mas sensible que la PCR empleada como
referencia, y permitié confirmar la infeccion por leptospiras patdgenas en el 34,2 %
(42/123) de las muestras clinicas de érganos frescos, mientras la de referencia en
el 17,9 % (22/123), lo que demuestra la utilidad de esta nueva herramienta.
Conclusién: la PCR evaluada constituye una herramienta sensible y Gtil para la
confirmacion de leptospirosis en fallecidos.
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ABSTRACT

Introduction: human leptospirosis is an acute infectious disease which can lead to
death if the patient is not early diagnosed and treated. In Cuba the research studies
on the molecular detection of Leptospira in samples from fatal cases are
uncommon.

Objective: to evaluate a Polymerase Chain Reaction (PCR) methodology for
detection of pathogenic Leptospira DNA in fresh tissue samples from deceased
persons with suspected leptospirosis.

Methods: this study evaluated and applied a polymerase chain reaction (PCR)
method for detection of pathogenic Leptospira spp. DNA in the period 2012-2013.
The PCR was evaluated using leptospire cultures and in human tissues artificially
infected with pathogenic leptospires. Besides, PCR was applied to fresh organ
samples from dead people with suspected leptospirosis. The final results were
compared with those of other reported PCR that had been used for fresh post-
mortem samples.

Results: the evaluated PCR was more sensitive than PCR used as reference. It
allows confirming pathogenic leptospiral infection in 34.2 % (42/123) of clinical
samples from fresh organs whereas the reference one reached 17.9 % (22/123).
The aforementioned showed the usefulness of this new tool.

Conclusions: the evaluated polymerase chain reaction represents a useful and
sensitive tool in leptospirosis confirmation in dead people.

Key words: Leptospira, polymerase chain reaction, molecular detection, dead
people.

INTRODUCCION

La leptospirosis es una zoonosis causada por las espiroquetas del complejo
patogénico Leptospira interrogans sensu lato, y se considera hoy dia, una de las
enfermedades infecciosas emergentes de mayor importancia a nivel mundial.!

La mortalidad por leptospirosis en Cuba constituye un problema serio de salud, que
se ha mantenido a través del tiempo, con cifras que oscilan desde 36 hasta 92
casos anuales durante los ultimos diez afios con un incremento en la letalidad
(Anuario estadistico, 2013). De acuerdo a este comportamiento, la importancia de
diagnosticar y tratar oportunamente a los pacientes con sospecha clinica y
epidemioldgica de leptospirosis, se hace incuestionable.

El diagndstico microbioldgico de la leptospirosis humana comprende la realizacion
de métodos bacterioldgicos, seroldgicos y de biologia molecular.? Particularmente el
diagnéstico post-mortem se sustenta en la utilizacion de herramientas moleculares
basadas en la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR, del inglés Polymerase
Chain Reaction), aunque pobremente desarrolladas por los expertos en el tema.
Como antecedente, en el Laboratorio Nacional de Espiroquetas del IPK (LNE-IPK) se
emplea una PCR para la amplificacién de 423pb del gen que codifica la lipoproteina
de membrana externa LipL32 (PCR 423pb) a partir de muestras de tejidos frescos?
para la cual no se reporta la sensibilidad analitica ni se evalla la presencia de
inhibidores en las muestras, lo que pudiera inducir a resultados falsos negativos
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que pudieran estar dados ademas por la talla del fragmento a amplificar, teniendo
en consideracion la posible fragmentacion del ADN durante la manipulacién y
transporte de las muestras. También en el LNE-IPK se aplica otra PCR para la
confirmacion de leptospirosis en muestras de tejidos embebidas en parafina,*
altamente sensible y especifica permitiendo la amplificacion de un fragmento de
146 pb del gen lipL32 (PCR 146pb), asi como la deteccién de inhibicién a partir de
la amplificaciéon de un fragmento de un ADN enddgeno en la muestra.>

En aras de perfeccionar la confirmacion molecular de la infeccion por leptospiras
patdégenas en muestras de fallecidos, se propuso evaluar la PCR 146pb en este tipo
de muestra.

Para ello se compararon las sensibilidades analiticas de las PCR 146 pb y 423 pb
mediante la realizacion de diluciones decimales y seriadas del ADN de L.
borgpetersenii serovar Castellonis desde 7x10° geqg/reaccién hasta 0,7
geg/reaccion. El ensayo se llevd a cabo tres veces consecutivas y se definié como
limite de deteccién, la menor concentracion de ADN a partir de la cual se logro la
visualizacion del amplicon esperado en el 95 % de las réplicas del ensayo.

Posteriormente se realizd la evaluacion de la PCR 146 pb en muestras de tejidos
humanos infectadas artificialmente (2 fragmentos de higado, pulmén vy rifidn,
respectivamente). Se tomaron los fragmentos de 6rganos, negativos a leptospirosis
por estudios anatomopatoldgicos,se cortaron en pequenas fracciones de 5 g
aproximadamente y se les inoculé 1 mL de la cepa Castellon 3 de L. borgpetersenii
serovar Castellonis utilizando una jeringuilla y puncionando por varias partes. Una
vez culminada la infeccién se realizaron cortes para obtener cinco réplicas de cada
fragmento de érgano, y se procedié a la extraccién de ADN de cada uno de ellos
con Chelex-100 al 5 % en tampon Tris-EDTA.®

La eficacia del proceso de extraccion y la ausencia de inhibidores en el producto
final se evalué mediante la aplicacién de una PCR que amplifica un fragmento de
ADN de 268 pb del gen que codifica la B-globina humana (PCR p-globina).> Los
extractos de ADN en los que se obtuvo amplificacidn por la PCR B-globina se les
aplicé la PCR 146 pb.

La PCR 146 pb se aplicé a 123 muestras de érganos frescos (rindn, higado, pulmén,
bazo, cerebro, corazén, musculo y ganglio) de 44 fallecidos con sospechas clinicas y
epidemioldgicas de leptospirosis. Para la extraccién de acidos nucleicos se empled
Chelex- 100 al 5 % y se evalud también la presencia de inhibidores mediante PCR
B-globina.

La informacion de la investigacion se introdujo en Bases de Datos disefadas al
efecto empleando el programa Excel (Microsoft Office). Se utilizo el paquete
estadistico EPIDAT 3.1 para la comparacion de proporciones independientes con
respecto a la positividad en los érganos estudiados.

Durante el estudio de sensibilidad analitica se corroboré la superioridad de la PCR
146pb con relacion a la PCR 423pb, en un orden decimal de dilucion (ver fig.),
detectando hasta 7 geqg/reaccién de PCR en las tres ocasiones en que se realizo el
experimento, lo que coincide con lo reportado anteriormente para esta PCR.* Se
definié 70 geqg/reaccién como limite de deteccién para la PCR 423 pb.

La PCR 146 pb mostrd 100 % de amplificacion en las muestras infectadas
artificialmente no inhibidas; siendo estas ultimas, una réplica de rindn y otra de
higado. La inhibicidn obtenida puede ser valorada como minima si se tiene en
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cuenta la falta de etapas de purificacion en el protocolo de extraccion con Chelex-
100, lo que reafirma la utilidad de esta metodologia.
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Fig. Electroforesis submarina en gel de agarosa al 2 % mos-
trando las sensibilidades analiticas de las PCR (A) PCR
146 pb, (B) PCR 423 pb. Carril 1: Patrén de peso molecular;
carril 2: 7x106 geq/reaccion; carril 4: 7x105 geq/reaccion;
carril 3: 7x104 geq/reaccion; carril 4: 7x103 geq/reaccion;
carril 5: 7x102 geq/reaccion; carril 6: 7x10 geq/reaccion;
carril 7: 7 geg/reaccidn; carril 8: 0,7 geg/reaccion.

Segun la literatura revisada, el Chelex-100 como agente quelante no ha sido
empleado ampliamente para la extraccion de ADN para leptospiras, solo para la
deteccidon de estas en tejidos embebidos en parafina,* lo que dificulta la
comparacion de los niveles de inhibicién obtenidos en la presente investigacidn con
otros reportados, aunque es valido destacar el uso exitoso del Chelex-100 en
muestras de érganos de fallecidos para la deteccién de otros microorganismos
como Mycobacterium tuberculosis,® virus herpes 8,7 virus de la Hepatitis C,8
Mycobacterium bovis,® entre otros; lo que demuestra su utilidad y eficacia para
estos fines.

La PCR B-globina mostré inhibicion en tres de las muestras de érganos frescos
(higado, rifién y corazoén) en las cinco réplicas utilizadas durante el estudio de los
fallecidos, lo que conllevo a la exclusién de las mismas para la aplicacion de la PCR
en busca de leptospiras. La PCR 146pb mostrd positividad en el 34,2 % (42/123)
de las muestras, las que correspondian a 16 fallecidos, mientras que la PCR 423 pb
result6 positiva en el 17,9 % (22/123) de las muestras, correspondientes a 9
fallecidos. Los resultados obtenidos por las PCR aplicadas en relacién al érgano
estudiado se muestran en la tabla.

En la literatura revisada existen pocos reportes sobre la deteccién molecular de
leptospiras en muestras de érganos frescos de fallecidos con sospechas clinicas de
leptospirosis, lo que dificulta la posibilidad de comparacién en cuanto a la
positividad encontrada en esta investigacidn. Por ejemplo, Rodriguez et al.3
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estudiaron 171 muestras de tejidos frescos de diferentes érganos de 50 fallecidos
por PCR 423 pb en busca de material genético de leptospiras patdgenas,
confirmando su presencia en el 21 % (36/171) de las muestras, resultado similar al
encontrado en esta investigacién al emplear la misma metodologia, aunque con la
PCR 146 pb los valores de positividad se mostraron superiores.

Tabla. Proporcién de positividad segln érgano por PCR

Organo PCR 423 pb PCR 148 pb
% (proporcidn) % (proporcidn)

RifiGn 15,2 {6/37) 29,7 (11/37)
Higado 14,3 {5/35) 28,6 (10/35)
Pulmén 30 (9/30) 60 (18/30)
Cerebro 0 {0/2) 0{0/2}
Corazdn 16,7 (1/8) 33,3 (2/8)
Miscula 16,7 (1/8) 16,7 (1/6)
Bazo 0 {0/a) 0 (0/8)
zanglio 0{a/1) 0({0/1)

La positividad mayor se encontré en las muestras de pulmén estudiadas, vy al
comparar las proporciones de la positividad encontrada entre este érgano y el resto
de los érganos dianas fundamentales (rifidn e higado) se evidencid diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05), lo que reafirma al pulmdn como diana
fundamental de la infeccion por leptospiras en los pacientes estudiados, hecho que
se reporta con mayor frecuencia durante los Ultimos anos, sustentado en el
sindrome hemorragico pulmonar asociado a leptospirosis.*10:11

Dado el problema de salud que representa la leptospirosis en Cuba, la aplicabilidad
de la PCR 146 pb en tejidos frescos de fallecidos con sospecha clinica y
epidemioldgica de leptospirosis, fortalece las capacidades diagndsticas del LNE-IPK
y del pais, lo que permitird disponer de un diagndstico rapido y certero, ademas de
una metodologia de elevado valor investigativo y epidemioldgico, util también en
otras regiones.
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