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SINTESIS

Se incrementd el rigor cientifico del diagnéstico microbioldgico de la leptospirosis humana en
Cuba, al ampliar el conocimiento sobre la circulacién de cepas de leptospiras y al demostrar la

utilidad e importancia de los sistemas seroldgicos rapidos: LEPTO Dipstick, Lepto Tek Lateral

Flow, Lepto Tek Dri Dot y SD Leptospira IgM-1gG, los que presentaron aceptables valores de

sensibilidad, especificidad y concordancia. Se utilizaron también, sistemas combinados de
diagnostico microbioldgico, que identificaron la etiologia de la leptospirosis humana y los
principales serogrupos de leptospiras (Ballum, Canicola, Pomona, Icterohaemorrhagiae), en los
casos confirmados de brotes epidémicos ocurridos en Cuba. Ademas, se demostré que los
serogrupos de leptospiras hallados en los casos confirmados con leptospirosis, coincidieron con
los presentes en vax-SPIRAL®, aunque la deteccién de Ballum, no incluido en la formulacién de
esta vacuna, sugiri0 mantener una vigilancia activa de laboratorio, con vistas a su futura
inclusion. Este trabajo describid el disefio del nuevo sistema de latex autoctono, para el
pesquisaje de leptospirosis humana. Este diagnosticador disponible en la Red Nacional de
Laboratorios de Cuba, mostr6 valores aceptables de sensibilidad (93,8%), especificidad (90,4%)
y concordancia (90,2%) en comparacion con el método de referencia. Todos los sistemas

seroldgicos rapidos mostraron amplia reactividad antigénica.
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1. Introduccion

I.INTRODUCCION

1.1. Introduccién

La leptospirosis humana, entidad clinica ubicada entre las enfermedades zoondticas, se
identifica como una infeccion sistémica, aguda y transmisible, producida por un gran nimero
de bacterias helicoidales invasivas, incluidas en el complejo patogénico denominado
Leptospira interrogans sensu lato. Esta entidad, que constituye una de las zoonosis mas
conocidas en el mundo, se clasifica como una enfermedad emergente, por el nimero elevado
de brotes epidémicos que ocasionan las multiples serovariedades de leptospiras que afectan a
los paises tropicales y subtropicales (Nicaragua, Brasil, Republica Dominicana, Barbados,
paises de Europa, del sudeste Asiatico y los Estados Unidos de Norteamérica). En los Gltimos
10 afos la leptospirosis se asocia con el sindrome hemorragico pulmonar que afecta a los
paises latinoamericanos y el continente asiatico (Levett, 1999ay 1999b; Gouvela et al., 2008;
Arias et al., 2008; Vijayachari et al., 2008; Abgueguen y Pichard, 2009; Svircev et al., 2009;
Ko et al., 2009; Victoriano et al., 2009; Agampodi et al., 2009; Stark et al., 2009; Paganin et
al., 2009).

En los humanos, la leptospirosis se presenta a cualquier edad, aunque es mas frecuente entre
las personas de la tercera y cuarta década de la vida. Los individuos susceptibles son aquellos
que, debido a su profesion u oficio, se vinculan de forma directa o indirecta con las labores
agricolas y las précticas deportivas (Levett, 2001; Faine, 2003; Vinetz, et al., 2005; Johnston
et al., 2009; Mohan et al., 2009).

De acuerdo con los datos ofrecidos por la Sociedad Internacional de Leptospirosis (ILS) y la
Fundacion Internacional Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Brasil notifica cifras de leptospirosis
que alcanzan los 3 638 casos confirmados por afio. Sin embargo, en Guatemala, Chile, El

Salvador, Guyana y Nicaragua, el nimero es menor. Mientras que, en paises como Surinam y
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Panama no esté definido ese indicador. Este comportamiento demuestra que, para la region de
Latinoamérica, la leptospirosis puede considerarse como un prototipo de enfermedad
“olvidada o desatendida” (Hartskeerl, 2009; Cruz et al., 2009).

En Cuba, desde la puesta en marcha en 1981, del Programa Nacional para la Prevencién y el
Control de la Leptospirosis, esta enfermedad muestra un comportamiento endemo-epidémico

con un cardcter ciclico y estacional (figura 1) (Cruz, 2002; Verdasquera, 2009).
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Fuente: DNE, MINSAP - CUBA - 2008
Figura 1. Tasa de incidencia de la leptospirosis humana en Cuba (1978-2008)

Los factores climéaticos y geograficos existentes en nuestro medio, facilitan la apariciéon de
brotes epidémicos en determinadas épocas del afio, comportamiento atribuible a las
dificultades objetivas y subjetivas que conspiran contra la prevencion de esta infeccion (Cruz,
2002; Verdasquera, 2009).

La leptospirosis como enfermedad infectocontagiosa muestra una evolucion clinica variable y
en la mayoria de los casos, las leptospiras invaden a los 6rganos con funciones vitales (Faine
et al., 1999; Faine, 2003; Gouvela et al., 2008). En ocasiones, su reconocimiento clinico es
dificil y mal diagnosticado, debido a la amplia gama de sintomas y signos inespecificos que
confunde a la leptospirosis con otras patologias agudas de prondstico grave, fulminantes y
mortales. Por su gran diversidad clinica es imprescindible hacer el diagnostico diferencial, en

particular, con otras enfermedades febriles como el dengue, la hepatitis, la influenza, las
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encefalitis, las gastroenteritis y las meningitis asepticas por enterovirus, entre otras (Singh et
al., 1999; Levett, 2001; Guerra, 2009).

La infeccion en el hombre ocurre por via directa o indirecta. La primera sucede cuando las
leptospiras penetran a través de una excoriacion de la piel o de la mucosa intacta, mientras
que la via indirecta se produce despues de la exposicion de un individuo susceptible al
ambiente contaminado con la orina de los animales infectados. Existen otras rutas de
transmision, sobre todo para los animales inferiores de sangre caliente, aunque éstas tienen

una menor frecuencia para el ser humano (Levett, 2001).

El éxito del diagndstico etiologico de la leptospirosis humana dependera de las evidencias
epidemiologicas, de los criterios clinicos, del conocimiento sobre la patogenia de la
enfermedad, asi como del momento de la toma de muestras clinicas y la eficacia de los

métodos diagnosticos (Speelman, 2000; Levett et al., 2001; Vijayachari y Sehgal, 2006).

El cultivo constituye “la prueba de oro” para el diagndstico de la enfermedad y aunque su
resultado es irrefutable, solo ofrece una confirmacién retrospectiva de la infeccion (Levett,
2001; Vijayachari y Sehgal, 2006). Las técnicas seroldgicas desempefian un papel importante
para ratificar la infeccion, éstas permiten demostrar en un breve periodo de tiempo, la
presencia de inmunoglobulinas (IgM o 1gG) producidas contra las leptospiras, superando en
rapidez, sencillez y bajo costo al cultivo, asi como a otras técnicas bacteriologicas y

moleculares (lwamoto et al., 2009; Smythe et al., 2009; Hesterberg et al., 2009).

Gracias al avance tecnoldgico alcanzado en el mundo durante el siglo XX y principios del
XXI, aparecen en el mercado estuches seroldgicos comerciales que permiten realizar una
pesquisa rapida de la leptospirosis humana. En nuestro medio se conocen los sistemas
inmunocromatogénicos de ventana: Dip-S-Ticks®-IgM (comercializado por la agencia PanBio
INDX, Inc, de los Estados Unidos), LEPTO Dipstick, Lepto Tek Lateral Flow y el sistema de

aglutinacién con particulas de latex Lepto Tek Dri Dot, disefiados por Organon Tecknika

(Holanda) en colaboracion con el Koninkluk Instituut voor de Tropen (KIT), de Holanda, los

que detectan de forma rapida, anticuerpos IgM o IgG, principalmente en los sueros de
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pacientes con leptospirosis (Smits et al., 2000a, 2000b, 2001a, 2001b; Smits HL.

[comunicacion personal 1]. Koninkluk Instituut voor de Tropen. Amsterdam, Holanda. 2005).

Desde finales del afio 2007, la empresa Coreana BIO LINE (SD) Standard Diagnostics, Inc,

comercializa también estuches seroldgicos inmunocromatogénicos que se conocen como SD
Leptospira, SD Leptospira-IgM y SD Leptospira IgM-1gG, utilizados para la busqueda rapida

de anticuerpos producidos contra las leptospiras o sus productos (BIO LINE, SD Standard

Diagnostics, Inc: www.standardia.com).

En Cuba desde el afio 1983 y segun el Programa Nacional de Prevencion y Control de la
Leptospirosis humana, la confirmacién del diagndstico etioldgico de los casos sospechosos de
leptospirosis en todos los centros asistenciales que integran la Red de Laboratorios de
Microbiologia del pais se realiza casi siempre, por el sistema serologico de hemoaglutinacion
indirecta (HAT), una técnica que requiere del estudio de sueros pareados y el uso de un
antigeno estable conocido como sustancia sensibilizante de eritrocitos (ESS), elaborado en sus
inicios, por los Laboratorios Bioldgicos Farmacéuticos (LABIOFAM) y en la actualidad por
el Instituto Finlay (Centro de Produccion - Investigacion de Vacunas). A pesar de la amplia
utilizacion de la HAT en Cuba, se estima que alrededor del 10% de los casos presuntivos de
leptospirosis no se confirman por este sistema, debido a la dificultad de obtener las muestras
de sueros pareados, cuyos resultados permitirian corroborar la existencia de la infeccion
(Direccion Nacional de Estadisticas. Ministerio de Salud Publica, Cuba; 2009). Se sabe
ademas que, con excepcion de la provincia de Holguin, region donde la leptospirosis humana
se diagnostica desde hace muchos afios, por la prueba de referencia internacional de
microaglutinacion con antigenos vivos (MAT) y se realiza también de manera sistematica el
cultivo de las leptospiras, en ninguno de los restantes Centros Provinciales de Higiene
Epidemiologia y Microbiologia (CPHEM) ejecutan otras técnicas que permitan la
confirmacion de los casos presuntivos. En estos centros provinciales, el diagnéstico se
centraliza en el uso del sistema HAT, con sus requerimientos particulares, lo que unido a otros
factores subjetivos y objetivos influye en el incremento del subregistro de la leptospirosis a

nivel nacional.
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Desde la década de los afios 90 del siglo pasado, el Laboratorio Nacional de Referencia de
Leptospiras (LNRL) del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) investiga sobre
el desarrollo, la aplicacion y la evaluacion de nuevas técnicas de laboratorio sencillas,
econdmicas y que garanticen también la pesquisa rapida de la leptospirosis, sobre todo en los
pacientes graves, asi como en aquellos asociados con brotes epidémicos o eventos
epidemiologicos que ocurran en Cuba. El trabajo desarrollado a traves de todos estos afios ha
perfeccionado el sistema de vigilancia microbioldgica en este pais. De igual manera, el LNRL
del IPK desarrolla sistemas autoctonos de diagndstico con caracteristicas similares a los
descritos en otros paises. La utilizaciéon de los sistemas seroldgicos rapidos posibilitara la

sustitucion de metodologias costosas y dificiles de adquirir en Cuba.

Por la problematica expuesta con anterioridad, en este trabajo se plantea la siguiente hipotesis:

1.2. Hipotesis

Los sistemas serologicos rapidos tienen gran impacto en el diagnostico microbiologico de

la leptospirosis humana y proporcionan suficiente informacion para la prevencion y el

control de esta enfermedad en Cuba.

Para la confirmacidn de esta hipotesis, se trazaron los siguientes objetivos:

1.3. Objetivos

Objetivo General

- Contribuir al diagnéstico etioldgico rapido de la leptospirosis humana en Cuba.

Objetivos especificos

1) Evaluary aplicar los sistemas seroldgicos rapidos para el pesquisaje de la leptospirosis

humana en Cuba.
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2) ldentificar la infeccidn por leptospiras en los casos clinicos asociados con dos brotes
epidémicos ocurridos en Cuba.

3) Verificar la existencia de casos de leptospirosis humana en una provincia seleccionada
para aplicar la vacuna vax-SPIRAL® y relacionar estos casos, con los serogrupos de
leptospiras circulantes.

4) Desarrollar, evaluar y aplicar un sistema autoctono de laboratorio, para el pesquisaje

rapido de la leptospirosis humana.

1.4. Novedad Cientifica

En esta investigacion se agrup0, por primera vez en Cuba, la informacion cientifica disponible
sobre el uso de nuevas técnicas seroldgicas, rapidas y comercializadas, dirigidas al pesquisaje
de la leptospirosis humana. Ademas, se presenta por primera vez también, un resultado
cientifico autéctono relacionado con la formulacion de un diagnosticador para la pesquisa
rapida de la leptospirosis humana. Asi mismo, se describen los serogrupos de leptospiras
circulantes en Cuba durante un periodo de 10 afos, lo que contribuyé a la ampliacion de los
conocimientos acumulados sobre el agente etioldgico de la leptospirosis humana, en la Region

de las Américas.

1.5. Valor tedrico

El presente documento incluye la informacion teorica relacionada con el método desarrollado
para la formulacion de un sistema de aglutinacion con particulas latex autoctono, para la
pesquisa rapida de la leptospirosis humana. Ademas, se muestra la informacién cientifica
relacionada con la metodologia seguida para la evaluacion integral de las nuevas técnicas
serologicas, rapidas y comercializadas, dirigidas al pesquisaje de la leptospirosis humana en
nuestro medio. En el trabajo se describen también los procederes utilizados para identificar
los serogrupos de leptospiras circulantes en Cuba durante un periodo de 10 afios, asi como los
procedimientos establecidos para realizar un diagnéstico preciso de leptospirosis humana en

los casos estudiados.
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1.6. Valor practico

Los resultados incluidos en este trabajo, perfeccionan la calidad del diagnostico y la vigilancia
microbioldgica de la leptospirosis en Cuba. Con la introduccion y aplicacion de las técnicas
seroldgicas rapidas, para el pesquisaje de la leptospirosis, se realiza de forma mas precisa la
toma de decisiones efectivas desde el punto de vista clinico y terapéutico, en los pacientes
graves o0 en los casos asociados con situaciones epidémicas en Cuba. La informacion ofrecida
dio a conocer la distribucion de los serogrupos de leptospiras en Cuba durante 10 afios, una
informacion valiosa desde el punto de vista epidemioldgico y de gran interés para la
formulacion de nuevos preparados vacunales contra la leptospirosis. Por otra parte, todo el
pais dispone del primer sistema de aglutinacion con particulas de latex, Gtil para la pesquisa
rapida de la leptospirosis y que fue disefiado por investigadores del IPK. Asi mismo, el
abordaje multifactorial realizado en los brotes epidémicos descritos mediante el empleo de las
técnicas microbioldgicas, permite, en un futuro cercano, la adopcion de nuevas estrategias
dirigidas a una mejor prevencién y control de la leptospirosis humana en Cuba. Los resultados
que integran parte del contenido de esta tesis recibieron los siguientes reconocimientos:
Resultados relevantes aprobados por el Consejo Cientifico del IPK (1997, 1998, 1999, 2001,
2003, 2006, 2007 y 2008). Logro de la Academia de Ciencias de Cuba (2003); Ponencia
Relevante en el Forum de Ciencia y Técnica del IPK (2001, 2006 y 2008); Premio Relevante
en el Forum Municipal de Ciencia y Técnica (2006), asi como Ponencia Relevante en el
Forum Provincial de Ciencia y Técnica (2006 y 2008); Premio en el Evento Provincial de las
BTJ-CENEDI (2002), Premio al Mejor Trabajo Cientifico en el Simposio sobre Leptospiras
del Congreso Internacional de la ALAM (2002). Ademas, parte de los resultados obtenidos en
esta tesis, estan publicados en 19 articulos (divulgados desde 2002 al 2009), asi como en tres
folletos editados en Cuba. Dentro de ellos, siete aparecen como articulos originales en revistas
nacionales y 11 en revistas internacionales. Otro trabajo se presentd como editorial en la
Revista Cubana de Medicina Tropical (2006) y constituyeron tema de seis tesis para optar por
el Titulo de Master en Bacteriologia-Micologia (2002 y 2004) y dos formaron parte de
Proyectos de Grado para optar por el Titulo de Técnico de la Salud (2006). Los resultados de
esta tesis se presentaron también en 21 eventos cientificos (cuatro nacionales y 17

internacionales).
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Generalidades de la leptospirosis

2.1.1. Agente etioldgico

El agente etiologico de la leptospirosis es una bacteria conocida como leptospira,
espiroqueta helicoidal y movil, que vista microscopicamente por iluminaciéon en campo
oscuro en medios liquidos, presenta un diametro de alrededor de 0,1 um, con una longitud
de 6 a 8 um y muchas espiras separadas entre si a distancias desde 0,1um y hasta 0,15 pm.
Estos microorganismos producen movimientos desordenados, variables y la mayoria
tienen la capacidad de formar en uno o sus dos extremos, ganchos tipicos, lo que les da la
forma de “S” (Trueba et al., 1992; Haake, 2000; Haake et al., 2000; Levett, 2001; Ginebra,
2001).

Taxondmicamente, las leptospiras se ubican, dentro del Phylum BXVII en Spirochaetes
phy. nov., perteneciente a la Clase I de Spirochaetes, al Orden I de Spirochaetales, la

Familia I1I de Leptospiraceae y el Género II de Leptospira (Garrity et al., 2001).

2.1.2. lIdentificacion y clasificacion tradicional de las leptospiras

Antes de 1989, el género Leptospira incluia dos especies tipos: Leptospira interrogans, que
comprendia todas las cepas patdgenas para el hombre y los animales, aisladas no soélo de
las muestras clinicas procedentes de estos mamiferos, sino también del medio ambiente
contaminado con la orina de los reservorios de mantenimiento y los portadores. Mientras
que, la otra especie tipo, Leptospira biflexa, abarcaba las cepas saprofitas o de vida libre y

aisladas del medio ambiente (Levett, 2001; Abgueguen y Pichard, 2009). Las especies
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Leptospira biflexa y Leptospira interrogans, se diferencian entre si, porque la primera
crece a la temperatura de 13°C, en presencia de la 8 azoguanina (225 mg/mL) y la segunda
se inhibe bajo estas condiciones (Levett, 2001). A pesar de la complejidad de su estructura
antigénica, las leptospiras se clasifican en serogrupos y serovariedades mediante la
reaccion antigeno y anticuerpo obtenida por la técnica de MAT. El serovar de leptospira
constituye la unidad sistemdtica basica y estd representado por una cepa de referencia.
Mientras que, los serogrupos estan integrados por aquellos serovares que muestran
reacciones de aglutinacion cruzada y cuyos titulos oscilan desde moderados a altos,
aunque, en ocasiones no pueden definirse con precision y no tienen un estatus taxonémico
oficial. Sin embargo, cumplen con el proposito practico de agruparse sobre la base de su
semejanza antigénica. La seroagrupacion es necesaria debido a la existencia de mas de 200
cepas de referencias de leptospiras, las que por razones practicas, no pueden utilizarse de
manera individual durante la serotipificacion. Por no existir una definicion exacta de
serogrupo y ser sus diferencias muchas veces imprecisas, algunos serovares se desplazan de
un serogrupo a otro. La definicion original de serovar formulada por Wolf y Broom en
1954, ratificada mas tarde por un grupo de expertos de la OMS en el afio 1967, se hizo con
propdsitos taxondmicos y para diferenciar de forma practica a las leptospiras, sobre la base
de la relacion huésped y parasito. Bajo la definicion actual, se considera que, dos cepas
pertenecen a diferentes serovares, si después de una absorcion cruzada con cantidades
adecuadas de un antigeno heterdlogo, mas del 10% del titulo homdlogo se mantiene
puntualmente, en al menos uno de los dos sueros policlonales de referencia, en
experimentos repetidos. En correspondencia con la definicidon anterior, se estima como un
nuevo serovar a aquel que es diferente a todos los serovares conocidos (representados con
cepas de referencia). Si no existe un titulo homologo persistente (<10%), la cepa
desconocida pertenece al serovar en cuestion. Asi, una cepa desconocida puede pertenecer
a un serovar conocido representado por una cepa de referencia, o ser un nuevo serovar y
convertirse de hecho en la cepa de referencia para este nuevo serovar. El criterio del “10%
como limite” es critico, ya que permite s6lo un margen de diferencia desde el 0% y hasta

el 10% para las cepas pertenecientes al mismo serovar (Levett, 2001; Faine et al., 2003).
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Existen dos métodos tradicionales para determinar el estatus de serogrupo, el primero
utiliza una suspension de antigeno de una cepa desconocida, la que se enfrenta a un panel
de sueros policlonales elaborados a partir de las cepas de referencias. Este procedimiento
investiga, ademas, la relacion existente entre la cepa desconocida y otras cepas de
referencia del mismo serogrupo. Un serovar desconocido puede aglutinar con uno o mas
sueros policlonales de referencia. El segundo procedimiento es méas complicado e involucra
la comparacion de las reacciones de aglutinacién absorcion cruzada que se observan en la
MAT entre la cepa desconocida y su suero homodlogo, con respecto a las cepas de
referencia y sus sueros homodlogos, que fueron positivas en las pruebas para la
determinacion del serogrupo. La prueba de aglutinacion - absorcion cruzada (CAAT) es
laboriosa y consume mucho tiempo, lo que restringe su uso para los laboratorios super
especializados (Levett, 2001; Faine et al., 2003). Por esta razon, los laboratorios de
referencia se esfuerzan en investigar nuevos métodos para serotipificar las cepas de
leptospiras, entre los mismos se citan: el factor del suero que involucra el estudio mas
detallado de la estructura antigénica de cada serovar, caracterizado por su propia
combinacién particular (o mosaico) de factores antigénicos mayores y menores. Los
factores del suero se preparan por la absorcion de un suero policlonal, con una o mas
suspensiones de antigenos diferentes que reaccionan so6lo con un serovar o serogrupo. El
analisis del factor del suero es un método refinado para el estudio de los grados de
semejanza antigénica entre las cepas y permite la determinacion rapida y provisional de
pertenencia al serovar de la cepa en cuestion. Sin embargo, la preparacion del factor del
suero es laboriosa y su reproducibilidad es limitada entre los lotes, no obstante, se
considera un método util para la tipificacion presuntiva y rapida de las cepas de leptospiras

(Levett, 2001; Faine et al., 2003).

Desde los afios 1990, se describe el uso de anticuerpos monoclonales (AcMs) para la
serotipificacion de las cepas de leptospiras. La caracterizacion con AcMs se relaciona con
la tipificacion tradicional y se basa en el reconocimiento de los patrones antigénicos
caracteristicos de los serovares, por los paneles de monoclonales. A diferencia de la prueba
de CAAT, los paneles de AcMs posibilitan la tipificaciéon de leptospiras en un breve

periodo de tiempo; ademas de que reconocen una sola caracteristica antigénica (epitope).
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Un epitope puede ser especifico para un determinado serovar o compartirse por varios
serovares. Sobre la base de las combinaciones o mosaicos de epitopes caracteristicos de
ciertos serovares, se confeccionan paneles de AcMs que identifican a las leptospiras hasta
el nivel de serovar y en ocasiones, reconoce al subserovar. La obtencion de diferentes
perfiles de aglutinacion, con el uso de estos AcMs puede indicar la presencia de un nuevo
serovar, aunque es posible observar diferencias entre las cepas pertenecientes a un mismo
serovar. La disponibilidad y uso de los paneles de AcMs contra las cepas de leptospiras
presentes en determinadas regiones, permite a los laboratorios no especializados tipificar de
forma facil y rapida a las cepas circulantes. Alrededor de la mitad de los serovares mas
comunes y reconocidos en la actualidad, pueden tipificarse con sueros monoclonales. Su
utilizacion permite hacer también una revision rapida de la identidad de las cepas de
leptospiras (antigenos) que se emplean en la MAT para el serodiagnostico. Ademas, en
contraposicion con el método tradicional que utiliza un suero policlonal, los paneles de
AcMs posibilitan que cepas de leptospiras con una identificacion erronea puedan ser de
nuevo tipificadas e identificadas con una mayor facilidad y precision. La composicion de
los paneles es parcialmente subjetiva, muchos AcMs se preparan durante procedimientos
estandares, pero s6lo unos pocos se seleccionan para el uso practico, lo que constituye una
limitacion en su aplicabilidad. La especificidad de los monoclonales es limitada, entre otros
factores, por la estructura antigénica de la cepa inmunizante y el repertorio inmunologico
del raton (Levett, 2001; Cerqueira y Picardeau, 2009; Maneewatch et al., 2009). Hasta el
presente se describen cerca de 67 serovariedades y 38 serogrupos para L. biflexa y 25
serogrupos y mas de 250 serovariedades para L. interrogans (Levett, 2001. Hartskeerl et
al., 2008; Hartskeerl, 2009).

2.1.3. Identificacion y clasificacion molecular de las leptospiras

Desde el punto de vista taxondémico, la clasificacion de las leptospiras sustentada en su
comportamiento genotipico es correcta y proporciona bases importantes para las futuras
definiciones (Ramadass et al., 1992; Renesto et al., 2000; Bulach et al., 2000; Merien et
al., 2000; Haake y Matsunaga, 2002; Sehgal et al., 2002b; Haake et al., 2004; Merien et
al., 2005; Levett, 2006; Murray et al., 2009). Tomando en consideracion los aportes

cientificos de éstos estudios, las especies se determinaron basadas en la homologia del
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acido desoxirribonucléico (ADN) y entonces, se describe al género Leptospira compuesto
por un grupo de cepas patdgenas, comprendidas dentro del complejo L. interrogans sensu
lato y por otro grupo de no patdgenas, las que se encuentran dentro del complejo de L.
biflexa sensu lato. Las especies patdgenas que se reconocen hasta estos momentos incluyen
a L. interrogans sensu stricto y las no patogenas a L. biflexa sensu stricto. Existen en la
actualidad, diversos métodos genéticos para la serotipificacion de las leptospiras. Las
secuencias de ADN de los genes de las leptospiras son un blanco atractivo para los estudios
filogenéticos. La secuencia del gen rrs, que codifica para la region 16S del ARNTr, es la mas
aceptada en los estudios de relaciones genéticas. Un sistema de clasificacion basado en los
rasgos genéticos debe permitir la caracterizacion de las subespecies (Hookey, 1992;

Johansson, 1996; Faine et al., 2003; McBride et al., 2009).

La clasificacion genética de las leptospiras, difiere de la seroldgica. Los métodos de
tipificacion de cepas deben ser simples y brindar resultados confiables, si pretenden
satisfacer las necesidades de la practica clinica y epidemiolédgica. El uso de la hibridacion
cuantitativa de ADN-ADN, para medir las relaciones entre el ADN de las cepas de
leptospiras, es el método mas utilizado para la clasificacion de las especies. En estos
momentos, alrededor de 300 cepas se clasifican sobre las bases de la homologia del ADN.
En esta aproximacion se incluyen también otras técnicas como: el andlisis de enzimas de
restriccion (AER), la electroforesis en gel de campo pulsado (ECP) y las enzimas de
restriccion usadas para cortar el ADN de las leptospiras en fragmentos (llamado
polimorfismo de restriccion por tamafio de fragmento o RFLPs). Los fragmentos obtenidos
se separan, por electroforesis en gel de agarosa, formandose patrones con bandas
caracteristicas, lo que permite establecer relaciones entre las cepas de leptospiras, cuando
se comparan sus patrones, con los de las cepas conocidas o de referencia. La técnica de
RFLPs muestra un alto grado de resolucion y los resultados que ofrece superan muchas
veces los obtenidos por los métodos seroldgicos, revelando también pequenas diferencias
entre algunas cepas de leptospiras. En la ECP se utilizan las enzimas de restriccion como
Notl, para diferenciar cepas de Leptospira spp. Estas enzimas cortan el ADN en fragmentos
largos, los que, luego de separarse por electroforesis en un gel de agarosa, muestran

patrones caracteristicos. Este método ofrece la ventaja de poder realizar la interpretacion de
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los resultados de forma simple, ya que se observan grandes bandas y en pocas cantidades.
El RFLP puede combinarse con el procedimiento de “southern blott”, método en el cudl se
usan sondas especificas. Por ejemplo, en la ribotipificacion, los fragmentos obtenidos por
los cortes de las enzimas de restriccion se separan por electroforesis en gel de agarosa,
luego se transfieren a una membrana y al final se hibridizan con sondas de 16S o 23S
marcadas. El resultado que se obtiene es un “fingerprint” mas simple y facil de interpretar.
Los reactivos que se utilizan en este método estan disponibles y no se requiere de todas las
cepas de referencia y los correspondientes sueros inmunes. La ribotipificacion también
provee informacion sobre las relaciones gendmicas, basadas en la similitud de fragmentos
comunes encontrados en las cepas de leptospiras (Ribeiro et al., 2009; Slack et al., 2009;
Lin et al., 2009; Romero et al., 2009).

Basados en los resultados de la mayoria de éstos estudios también se establecieron algunas
“genomaespecies” de leptospiras (cepas relacionadas fenotipicamente y por la homologia
de su ADN), las que en estos momentos, el Comité de Taxonomia y Sistematica (TSC)
propone como nuevas especies (Levett PN. [comunicacion personal 2]. Saskatchewan

Disease Control Laboratory. Saskatchewan. Canada. 2009).

La reaccion en cadena de la polimerasa (RCP), también proporciona una base novedosa
para la tipificacion de las leptospiras. Esta técnica en dependencia, de su objetivo de
estudio, utiliza los siguientes métodos: uso de cebadores con las secuencias
complementarias de las especies o de las cepas de leptospiras; la determinacion de
secuencias de los productos amplificados por la RCP, la aplicacion de técnicas de RFLP a
los productos obtenidos por la RCP, el uso de cebadores sobre secuencias que tienen
posiciones caracteristicas en el genoma de una determinada cepa, por ejemplo estan los
elementos de insercion (IS1500), hecho que genera patrones caracteristicos de la cepa en
un gel de agarosa, el andlisis del polimorfismo de conformacion de cadena sencilla (SSCP),
el uso de los cebadores de secuencia arbitraria por la RCP (AP-RCP), la amplificacion al
azar de ADN polimérfico y la RCP de bajo rigor (LS-RCP). Todos estos métodos tienen la
ventaja de que, al menos en teoria, son aplicables a las muestras clinicas sin necesidad del

aislamiento o el cultivo de las leptospiras. No obstante, el RFLP requiere del aislamiento de
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este microorganismo. Una desventaja adicional es que los perfiles generados dependen de
la calidad del ADN aislado. Por tanto, éstas técnicas son dificiles de estandarizar. A finales
del pasado y principios del presente siglo, surge la variante cuantitativa de la RCP en
tiempo real, para la clasificacion de cepas de leptospiras a nivel de laboratorio (Woo et al.,
1998a, 1998b y 1999; Barochi et al., 2001; Levett et al., 2005; Slack et al., 2006; Slack et
al., 2007; Ahmed et al., 2009; Stoddard et al., 2009; Lourdault et al., 2009; Cerqueira y
Picardeau, 2009; Lilenbaum et al., 2009; Djadid et al., 2009).

2.1.4. Antecedentes de la enfermedad

Con una percepcion retrospectiva, los casos de ictericia producida por leptospira se
describen antes de la notificacion teodrica realizada por Adolfo Weil (Faine, 1999; Faine et
al., 2003). Algunos trabajos sefialan que la especie L. interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae, surge en Europa occidental en el siglo XVIII, lo que demuestra su
extension hacia el oeste de Eurasia, asociada a uno de los principales reservorios
correspondientes al género Rattus norvegicus (Levett, 2001; Krojgaard et al., 2009;
Houwers et al., 2009).

Sin embargo, la leptospirosis no se reconoce hasta el siglo XIX, manteniéndose
histéricamente relacionada con las guerras y los desequilibrios ecoldgicos. Se notifica por
primera vez en el afio 1886 en Heidelberg, Alemania, por el médico Adolfo Weil,
investigador que describe un sindrome ictérico hemorragico acompanado de insuficiencia
hepatorenal (enfermedad de Weil), en un paciente con el diagndstico presuntivo de “fiebre

amarilla” (Abgueguen y Pichard, 2009).

La leptospirosis recibe muchas denominaciones, entre ellas: enfermedad de Weil,
leptospirosis icterohemorragica, ictericia espiroquética hemorragica, fiebre del cieno,
enfermedad de los cortadores de cana, fiebre de los cafiaverales, enfermedad de los
arroceros, fiebre de los arrozales, fiebre canicola, fiebre otofial, fiebre del dia siete, fiebre
del pantano, fiebre del barro, fiebre del baston-cortador y enfermedad de los porqueros
(Chin, 2001). Esta enfermedad muestra una evolucioén aguda y generalizada. Se caracteriza,

por presentar en la mayoria de los casos un espectro clinico polimorfico, con
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manifestaciones que oscilan desde una presentacion leve anictérica hasta una forma muy
grave, conocida como “sindrome de Weil”, una variante clinica que presenta, con

frecuencia una evolucion fulminante y mortal (Speelman, 2000).

La primera observacion de las leptospiras se realiza en cortes histoldgicos de rifion
obtenidos de un paciente fallecido con la sospecha clinica de “fiebre amarilla”, este
descubrimiento cientifico se le atribuye a Stimsom (1907), de Nueva Orleédns, quién en ese
momento la denomina como Espiroquetas interrogans, por su parecido morfoldgico con el
signo de interrogacion (Faine, 1999). Unos afos después (1915), se sefiala en Japon, el
aislamiento de este microorganismo en los humanos, revelandose determinadas
asociaciones entre las espiroquetas y los anticuerpos especificos presentes en la sangre de
mineros japoneses con ictericia infecciosa. Al mismo tiempo, un equipo de médicos de
Alemania (Uhlenhuth, Fromme, Hubener y Reiter), investigan a soldados alemanes
atrincherados al nordeste de Francia, los que presentaban un cuadro clinico compatible con
la enfermedad de Weil. La investigacion permite demostrar la presencia de espiroquetas en
las muestras de sangre obtenidas a esos soldados (Levett, 2001). No obstante, es en 1918

que Noguchi, propone nombrar al género como Leptospira (Levett, 2001).

Los estudios realizados en 1917 dan a conocer el papel que tienen la rata de desagiie Rattus
norvegicus, conocida como rata parda, noruega o de alcantarilla, el raton comiin (Mus
musculus) y la llamada rata negra o comun (Rattus rattus), como los principales
reservorios de la infeccion en los humanos. En estos mamiferos la infeccion cursa de forma
asintomatica y la eliminacion de las leptospiras por la orina es prolongada (Vijayachari et

al., 2004).

En los animales domésticos se producen infecciones inaparentes, asi como diversos
cuadros clinicos que se difunden sin distincion entre los rebafios. La propagacion de las
leptospiras en estos rebafios ocasiona pérdidas econdmicas considerables, sobre todo en el
ganado bovino, porcino, ovino y equino (Faine et al., 1999; Bolin, 2000; Acha y Seyfres,
2001).
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2.1.5. Epidemiologia de la leptospirosis

En la actualidad, la leptospirosis es la zoonosis de mayor difusion mundial. Estd bien
documentado que afecta a mas de 160 especies de animales salvajes y domésticos, grupos
que constituyen el reservorio principal y la fuente de infeccion para el hombre (Adler et al.,
2002). Esta enfermedad se transmite por dos mecanismos fundamentales, directos e
indirectos. La transmision directa se realiza a través del contacto con la orina o los tejidos
de los animales infectados, via que casi siempre origina los casos aislados o esporadicos.
Mientras que, el mecanismo indirecto se lleva a cabo a través de los alimentos
contaminados por leptospiras, asi como por el contacto con el agua estancada o la tierra,
representado ésta la fuente principal de infeccion en los brotes de leptospirosis (Acha y

Seyfres, 2001; Ganoza et al., 2006; Spichler et al., 2008; Hartskeerl, 2009).

La transmisiéon interhumana es rara y aunque puede producirse, para muchos
investigadores, carece de importancia practica. Se conoce que la eliminacion de leptospiras
por la orina humana es un mecanismo que puede prolongarse unos pocos meses después de
la recuperaciéon o la convalecencia del paciente (Roura, 1990). También se describe la
transmision por contacto sexual durante la etapa de la convalecencia (Acha y Seyfres,
2001). La infeccion transplacentaria es comun en los animales y cuando ocurre puede
ocasionar el aborto, un parto prematuro o el nacimiento de animales debilitados con graves
problemas de salud. Las aves migratorias, sobre todo los ofidios, los murcié¢lagos y los
artropodos hematdfagos, contribuyen de manera eventual con la transmision de la
leptospirosis (Acha y Seyfres, 2001). En condiciones naturales, las leptospiras permanecen
viables por algunas horas en la leche materna de los animales lactantes en fase septicémica

(Ellis, 1991).

La incidencia de la leptospirosis, es mayor en los paises tropicales y subtropicales pobres,
regiones donde el clima y las malas condiciones higiénico - sanitarias favorecen la
supervivencia de este patdgeno, en contraposicion con lo que sucede en los paises frios o
templados (Svircev et al., 2009). Esta enfermedad, muestra un comportamiento estacional,
con un ascenso en el verano y el otofio, principalmente durante la estacion de lluvia, etapa

donde la union con las temperaturas elevadas, aumenta la supervivencia de las leptospiras
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en el medio ambiente. Mientras que, la desecacion erradica su diseminacion de las aguas y

los suelos (Acha y Seyfres, 2001; Topic et al., 2009; McCurry, 2009).

La leptospirosis no es una enfermedad ocupacional estricta, pero se asocia con
determinadas profesiones tales como los veterinarios, los ganaderos, los pastores de
rebafios, los trabajadores del campo (en especial los segadores de arroz), los mineros, los
obreros de la construccion, los empleados del alcantarillado, asi como los individuos que
practican algunos deportes acudticos como la pesca, la caza submarina, las excursiones y la
espeleologia. En la actualidad, la epidemiologia de la leptospirosis, esta siendo variada por
modificaciones directas del ecosistema urbano producidas por los desastres naturales, asi
como por otros fendmenos sociales y naturales (Faine et al., 1999; Pavli y Maltezou, 2008;

Mohan et al., 2009; Monahan et al., 2009; Payne et al., 2009).

La puerta de entrada de esta infeccion suele ser la ruptura de la piel o la mucosa intacta,
incluyéndose también la via conjuntival. Mientras que, la inhalacion del agua en forma de
aerosoles puede producir una infeccidon del tracto respiratorio. Sin embargo, se considera
infrecuente la infeccion a partir de la mordedura de los animales domésticos o salvajes,

aunque existen algunos casos notificados (Sehgal, 2000; Sehgal et al., 2000 y 2002a).

Los hospederos o portadores de leptospiras se dividen en permanentes o accidentales. La
leptospirosis se mantiene en la naturaleza, por la eliminacion de las espiroquetas a través de
los hospederos permanentes, donde la via usual de transmision se produce por el contacto
directo. La infeccion de estos hospederos se adquiere a una edad temprana; mientras que, la
eliminacién de las leptospiras por la orina se incrementa con el envejecimiento (Oliveira et

al., 2009).

Las leptospiras establecen una relacion simbidtica con los hospederos y en muchas
ocasiones persisten afios en los tubulos renales sin perder su viabilidad. No obstante,
pueden ocurrir variaciones entre los hospederos permanentes y los serovares que portan
(Kokudo et al., 2009). El conocimiento de la prevalencia de los serovares de leptospiras en

sus hospederos permanentes es esencial para enriquecer los fundamentos de la
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epidemiologia de la leptospirosis en el mundo. La susceptibilidad humana es general, pero
la inmunidad es selectiva para la serovariedad que produce la infeccion (Levett, 2001,
Chin, 2001; Géngora et al., 2008; Alton et al., 2009; Koizumi et al., 2009b; Whitney et al.,
2009; Baverud et al., 2009).

En algunos paises se utiliza la doxiciclina para prevenir la leptospirosis durante los
periodos de exposicion elevada, aunque este criterio no se aplica con mucha frecuencia
(Cruz, 2002, Guidugli et al., 2009; Niwattayakul et al., 2009). La aplicacion de la terapia
de soporte, es esencial en los casos graves y se aplica para el manejo de la deshidratacion,
la hipotension, las hemorragias, el fallo renal y los trastornos respiratorios (Braunwald et

al., 2001).

Después del triunfo de la Revolucion de Cuba el 1 de enero de 1959, la leptospirosis
presenta un comportamiento endemo - epidémico con un caracter ciclico estacional.
Historicamente, la mayor morbilidad se registra entre los meses de agosto a diciembre,
confrontdndose aun dificultades en la prevencion y el control, asociadas con la alta
infestacion de roedores, la presencia de perros y cerdos en las ciudades, asi como el
deficiente tratamiento de los residuales pecuarios y las limitadas disponibilidades de los
medios de proteccion, factores que se incrementan como una consecuencia del férreo y
hostil bloqueo econdémico impuesto a nuestro pais desde 1962, por el gobierno de los
Estados Unidos. Por estas razones, se ejecutan nuevas estrategias nacionales que ayudaran
al perfeccionamiento de la vigilancia y el control de esta enfermedad en todo el pais (Cruz,

2002; Verdasquera, 2009).

Esta bien documentado que los individuos del sexo masculino y las poblaciones con edades
comprendidas entre los 15 a 54 afios, constituyen los grupos mas afectados; se conoce
también que la principal fuente de infeccion se asocia con las actividades agricolas
realizadas en los terrenos humedos e infestados por roedores (Cruz, 2002; Verdasquera,

2009).
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En el afio 1972, se recibe en Cuba, la primera asesoria de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), a través de la Oficina Panamericana de la Salud (OPS). Este asesoramiento
se hace con el objetivo de establecer las técnicas de laboratorio confirmatorias para la
leptospirosis y cuatro afios después (1978), se crean las condiciones para facilitar el
diagnostico serologico en todas las provincias del pais. Entre los afios 1970 - 1980 surgen
algunos brotes epidémicos nacionales, el mas significativo ocurre en la antigua provincia
de Camagiiey. En el quinquenio 1980-1985 los brotes que se presentan estuvieron
relacionados principalmente, con el trabajo agricola en los terrenos bajos infestados por
roedores, asi como en los rios, las presas, los canales y los embalses de aguas contaminadas
con residuales pecuarios. En ese periodo se produce un incremento paulatino del numero de
casos, situacion en correspondencia con la extension del diagndstico serologico
confirmatorio por todo el pais. En 1981 editan en Cuba, el Programa de Prevencion y
Control de la Leptospirosis y en 1983 se inicia la inmunizacioén antileptospirdsica, con la
vacuna rusa compuesta por los serogrupos Icterohaemorrhagiae, Pomona, Grippotyphosa y
Hebdomadis, en los grupos de riesgo (Cruz et al., 1986). Durante el periodo 1988 - 1990 se
notifican a nivel nacional. un promedio de 778 casos anuales con 33 fallecidos y a partir de
1991, la mayoria de las provincias de Cuba elevan sus tasas de morbilidad, debido al
incremento paulatino del deterioro de las condiciones higiénico -sanitarias y a la no
inmunizacion con la vacuna rusa, aplicada hasta 1987. Al concluir el afio 1994, se registra
una tasa de incidencia nacional de 25,6/100 000 hab, cifra que constituye el mas alto record
historico epidémico después del periodo revolucionario. La situacion epidemiologica
existente conduce al establecimiento de un plan de accion nacional emergente, el que
adopta medidas que permitirian, a partir de ese momento, una reduccion sostenida de la
morbilidad (Cruz, 2002). Una de estas medidas se lleva cabo por el Instituto Finlay (Centro
de Produccion - Investigacion de Vacunas), una institucion que inicia las investigaciones
para la elaboracion y obtencion de la primera vacuna cubana contra la leptospirosis
humana, la que a partir de su registro, se aplica de forma exitosa en todo el territorio
nacional (Gonzalez et al., 1997; Martinez et al., 2000 y 2001). En 1995, se registran 2 169
casos (tasa de 19,5/100 000 hab) con 60 fallecidos. A partir de 1996, las cifras descienden
de forma significativa, notificindose en 1997, 1 085 enfermos (tasa de morbilidad de

9,8/100 000 hab) y 52 fallecidos. Desde 1998 se mantiene una estricta vigilancia de la
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leptospirosis humana, reportdndose un total de 980 (8,8/100 000 hab) y 25 fallecidos. Al
inicio del afio 1999, los huracanes “George” y “Mitch” provocan importantes
precipitaciones e inundaciones en algunos paises del Caribe y Centroamérica, lo que
favorece la ocurrencia de brotes epidémicos en las provincias de Pinar del Rio, Las Tunas y
Ciudad de La Habana, regiones donde la causa fundamental se relaciona con el contacto de
roedores y con la no utilizacién de los medios de proteccion (Cruz, 2002; Santin, 2002;
Verdasquera, 2009). Entre los afios 2000 y 2003, los casos confirmados oscilan cerca de los
500 por afio y las tasas fueron las siguientes: en el 2000 = 5/100 000 hab; 2001 = 4,8/100
000 hab; 2002 = 4,9/100 000 hab y 2003 = 5/100 000 hab. Particularmente en los primeros
meses de 2002, se origina en Ciudad de La Habana un incremento significativo del nimero
de casos sospechosos de leptospirosis, lo que provoca la emergencia de un brote epidémico
(Santin, 2002). En 2004 se notifica una franca reduccion de la tasa de morbilidad (2,7/100
000 hab) y de nuevo, en los afios 2005 y 2006, se incrementan las tasas de incidencia (6 y
7,4/100 000 hab), respectivamente. En especial, en 2005 y gracias al uso del sistema de
alerta accion aplicado en las provincias de Guantanamo y Santiago de Cuba, se detecta el
incremento progresivo de casos con una sospecha clinica de leptospirosis, situacion que
coincide con el ascenso significativo de las lluvias y las inundaciones ocasionadas por el
huracan “Wilma”, condiciones que provoca la emergencia de nuevos brotes epidémicos.
En 2007, se confirman 834 casos (7,4/100 000 hab), en 2008, 484 pacientes (4,3/100 000
hab) y en 2009, se identifican 190 enfermos confirmados (1,7/100 000 hab). Toda esta
informacion se extrae de las estadisticas disponibles en la Direccion Nacional de
Estadistica (DNE) del MINSAP. En Cuba, la leptospirosis humana no figura entre las
principales causas de muerte; sin embargo, todos los afios se informa la ocurrencia de casos

y fallecidos por esta enfermedad segiin la DNE del MINSAP (Verdasquera, 2009).

2.1.6. Patogénesis y cuadro clinico de la leptospirosis
A pesar del gran desarrollo cientifico y técnico alcanzado en el mundo, no estan bien

definidos los mecanismos patogénicos por los cuales las leptospiras producen enfermedad

(Lee et al., 2000; Levett, 2001; Gunawardhana y Sellahewa, 2008).
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El papel que desempefian las diferentes toxinas de este microorganismo en la patogenia de
la leptospirosis se describe desde el afio 1964 (Xue et al., 2009) y entre ellas se destacan,
como posibles factores de virulencia, las siguientes enzimas: colagenasa, hialuronidasa,
esfingomielinasa y fosfolipasa (Lee et al., 2000; Levett, 2001). El serovar Pomona,
produce enfermedad hemolitica del ganado bovino, mientras que el serovar Ballum afecta a
los hamsteres. Las hemolisinas de los serovares Ballum, Hardjo, Pomona y Tarassovi son
las esfingomielinasas (Lo, et al., 2009). Algunas cepas virulentas exhiben quimiotaxis a
través de la hemoglobina (Yuri et al., 1993). El plasma se ha empleado en la prevencion de
la hemolisis. La actividad de la fosfolipasa C, se sefiala en el serovar Canicola (Carrizo et
al., 2009). Mientras que, la hemolisina presente en el serovar Lai, no se asocia con la
actividad de las esfingomielinasa o fosfolipasas, aunque puede ser una proteina formadora
de poros (Lee et al., 2000) y las endotoxinas de los lipopolisacaridos (LPS), muestran baja
potencia biologica (Masuzawa et al., 1990; De Souza y Kouri, 1992).

Las leptospiras son microorganismos invasivos y se adhieren al epitelio celular. Estas
bacterias, penetran al organismo gracias a su tipica movilidad de rotacion y traslacion. La
difusion por via sanguinea, facilita su rapida proliferacion y diseminacién por los tejidos; lo
que conlleva a una intensa y aguda disfuncién generalizada del organismo. La respuesta
inmunolégica del caso infestado es de tipo humoral, con la formacién de anticuerpos
aglutinantes especificos. Las leptospiras suelen aislarse durante su multiplicacion en la

sangre, en los tejidos y en las meninges (Braunwald et al., 2001; Levett, 2001).

Aproximadamente, el 15% de los pacientes cursan la enfermedad de forma subclinica. Mas
del 90% de los enfermos sintomaticos, sufren la variante leve anictérica, con o sin
meningitis asociada. La leptospirosis grave, con intensa ictericia y conocida como
“sindrome de Weil”, se presenta en alrededor del 5-10% de las personas infectadas

(Braunwald et al., 2001; Guidugli et al., 2009).

La severidad del cuadro clinico depende de la virulencia y las dosis del serovar infectante,
asi como de la susceptibilidad del hospedero, de la edad, la inmunodependencia y del

sistema u 6rgano afectado. La leptospirosis se considera una enfermedad bifésica, formada

23



I1. Revisién Bibliogrifica

por las fases clinicas de leptospiremia (primera fase) y leptospiuria e inmune (segunda
fase); sin embargo, en algunos pacientes puede presentarse de forma monofasica donde se
“funden” en una expresion continua los diferentes signos y sintomas clinicos (Braunwald et

al., 2001; Levett, 2001).

El periodo de incubacion de la enfermedad varia entre dos y 30 dias (Ko et al., 1999;
LaRoque et al., 2005). El tratamiento selectivo contra la leptospirosis es la penicilina,
aunque las leptospiras son sensibles también a los P-lactdmicos, los macrolidos, las
tetraciclinas, las fluoroquinolonas y las estreptomicinas (Illangasekera et al., 2008). Los

problemas que inciden en no poder investigar su susceptibilidad “in vitro™, radica quizas en

la ausencia de un método objetivo y reproducible, capaz de determinar el comportamiento
de la cepa aislada frente a los antimicrobianos empleados en la terapéutica y profilaxis de la
leptospirosis. Esta dificultad pudiera estar relacionada con el prolongado periodo de
incubacion de las leptospiras, asi como con la facilidad que tienen los medios de cultivo
para contaminarse con microorganismos de crecimiento rapido (Takashima et al., 1993;

Yersin et al., 2000; Trivedi et al., 2009; Brett-Major y Lipnick, 2009).

2.1.7. Inmunopatologia de la leptospirosis

De manera general, la fase inmune de una leptospirosis aguda se caracteriza, por la
desaparicion de las leptospiras del torrente sanguineo y la aparicion de anticuerpos
aglutinantes u opzonizantes (Abdulkader et al., 2002; Fialho et al., 2009; Senthilkumar et
al., 2009). Se sabe que la produccion de inmunocomplejos, seguido de la inflamacion del
sistema nervioso central, conspira con el mejoramiento clinico de los casos. En las
infecciones experimentales se demuestra la existencia de antigenos de leptospira
localizados en el intersticio renal, mientras que la IgG y la fraccion C3 del complemento, se

depositan en el glomérulo y en las paredes de los vasos sanguineos (Yasuda et al., 1991).

La patogénesis de la uveitis equina recurrente parece ser la responsable de la produccion de
los anticuerpos que reaccionan de forma cruzada contra el tejido ocular, pero en particular,
el dafo de la retina se vincula con la presencia de linfocitos B (Kalsow y Dwyer, 1998). En

los pacientes con leptospirosis se identifican también anticuerpos antiplaquetarios. En la
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fase septicémica, los anticuerpos presentes en la sangre se dirigen contra los
criptoantigenos, éstos producen el dafio plaquetario y no son la causa de la
trombocitopenia. En la fase aguda de la enfermedad se identifican otros autoanticuerpos
(anticardiolipinas IgG y los antineutréfilos citoplasmaticos); aunque, se cuestiona aun, la
relevancia de estos ultimos en la patogénesis y el dafo vascular (Abdulkader et al., 1993;

Levett, 2001; Craig et al., 2009).

Las cepas virulentas de leptospiras inducen la apoptosis “in vivo™ e “in vitro”, aunque la

mayor evidencia se observa en los modelos experimentales, sobre todo en los ensayos con
ratones. La apoptosis linfocitaria se incrementa por la presencia de los lipopolisacaridos
(LPS) de las leptospiras, una via de induccion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-&),
quienes ademds de los altos niveles de citoquinas inflamatorias, estdn presentes en los

casos de leptospirosis (Estavoyer et al., 1993; Malmstrom et al., 2009; Jin et al., 2009).

2.1.8. Principales antigenos de las leptospiras

La membrana externa de las leptospiras contiene principalmente LPS y algunas
lipoproteinas reconocidas en la literatura cientifica como proteinas de membrana externa
(PMEs) (Haake, 2000; Jiang et al., 2008; Luo et al., 2009). Los LPS son buenos
inmunogenos y son los responsables de la especificidad de cada serovar de leptospira, en
particular, en el serovar Grippotyphosa, se asocia la expresion de las PMEs con su

virulencia (Lo et al., 2009).

Varias PMEs se reconocen como moédulo reguladoras con actividad “in vivo™ (Nicholson
et al. 1993; Haake, 2000; Haake et al., 2000 y 2004; Haake y Matsunaga 2002 y 2005;
Vieira et al., 2009), aunque LipL32 y LipL36, no se reconocen bien, por la respuesta
inmune encontrada en el hamster infectado (Haake et al., 2000; Lottersberger et al., 2009;
Stoddard et al., 2009; Aviat et al., 2009; Qiu et al., 2009).

Los componentes de la membrana externa juegan un papel importante en la patogénesis de
la nefritis y las glicoproteinas, en particular, en el serodiagnostico (Blanco et al., 2009;

Zhao et al, 2009; Aviat et al., 2009). Se describen desde principios de este siglo, patrones
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de una fibronectina producida por cepas virulentas de leptospiras (Merien et al., 2000;

Vieira et al., 2009).

2.1.9. Inmunidad de la leptospirosis

La inmunidad de la leptospirosis estd restringida al serovar homodlogo infectante o a los
serovares genéticamente muy cercanos entre si (Midwinter et al., 1994; Levett, 2001),
ejemplo de ello, es la descripcion de la proteccion cruzada encontrada en el hamster
inmunizado con las PMEs OmL1 y LipL41 de leptospiras. Estas proteinas conservadas
muestran buena capacidad inmunogénica, comportamiento que permite el desarrollo
experimental de una proteccion sinérgica o el desarrollo de una fuerte inmunidad protectora

(Haake, 2000; Hakke et al., 2000; Jiang et al., 2008; Zhao et al., 2009).

Con la incorporaciéon de las tecnologias modernas se caracterizan los antigenos de
leptospiras involucrados en la respuesta inmune humoral. Asi por ejemplo, se describe el
antigeno F4 (serovar especifico), extraido del LPS de las leptospiras, un antigeno que al
perder su actividad endotoxica, induce una inmunidad protectora en los modelos
experimentales del conejo, raton y del hamster. El antigeno TM de las leptospiras se inhibe
con frecuencia por la aglutinacion frente a un suero homologo, comportamiento que no
ocurre con el antigeno F4, aunque ambas estructuras poseen un epitope comun. Extractos
de células completas de leptospiras extraidas con dodecil-sulfato de sodio, producen
anticuerpos protectores capaces de fijarse al complemento y aglutinarse en presencia del
suero del enfermo (Sonrier et al., 2000). Estudios recientes describen la existencia de
citoquinas inducidas por el serogrupo Pomona, detectadas en lineas de células de ratones y

humanos (Jongyota et al., 2008).

La inmunidad pasiva se confiere por la reduccion o supresion del nimero de linfocitos
CD4+ y también se sefiala su respuesta hacia algunos mitogenos, principalmente en los
pacientes con infeccion por el VIH, coinfectados con leptospiras (Da Silva et al., 1990;

Yamashiro-Kanashiro, 1991).
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2.2. Diagndstico diferencial

La leptospirosis humana debe diferenciarse de otras enfermedades febriles que presentan
sintomas y signos clinicos similares. Entre estas entidades, las mas conocidas son: el
dengue, la hepatitis, el paludismo, la fiebre entérica, las infecciones por hantavirus y por
enterovirus, asi como las enfermedades causadas por rickettsias (Speelman, 2000;
Braunwald et al., 2001; Koizumi et al., 2009a; Chandy et al., 2009). Los datos que ofrecen
los resultados del laboratorio clinico, suelen orientar hacia la definicién de la gravedad de
los distintos componentes clinicos del sindrome de Weil (Tullu y Karande, 2009; Hurst et

al., 2009).

2.2.1. Examenes complementarios

Existen importantes examenes de laboratorio complementarios, cuyos resultados ayudan a
la orientaciéon del clinico sobre la sospecha de una infeccion por leptospiras. La
presentacion de una leucocitosis con neutrofilia, una eritrosedimentacion elevada, asi como
una proteinuria y leucocituria son indicadores importantes de una posible leptospirosis. La
naturaleza no especifica de estos cambios, no significa, ni niega, la existencia de la
enfermedad. Para la confirmacién final de los hallazgos del laboratorio clinico se deben

realizar las pruebas microbiologicas especificas (Levett, 2001; Chandy et al., 2009).

2.3. Diagnostico microbiolégico

El éxito del diagnodstico microbioldgico de la leptospirosis, dependera del conocimiento
adquirido sobre la patogenia de la enfermedad y de los mecanismos que demuestren las
propiedades invasivas de su agente etiologico (Levett, 2001). Para la realizacion del
diagnostico etiologico, se utilizan diferentes productos patologicos provenientes de los
animales sospechosos, incluyendo al humano, asi como de la obtencién y el procesamiento
de las muestras de aguas y los suelos relacionados con la fuente de infeccion (Levett, 2001;

Dassanayake et al., 2009; Guerra, 2009).

La obtencion de sangre para el cultivo constituye una muestra til a partir del segundo y
hasta el quinto dia después del inicio y establecimiento de la sintomatologia. Los

hemocultivos deben realizarse de pacientes no tratados con antimicrobianos (Levett, 2001).
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Las muestras de suero tienen también mucha importancia para el diagnostico etiologico.
Generalmente, se utilizan sueros pareados obtenidos con intervalos entre siete a 10 dias, de
forma tal, que representen las dos fases clinicas de la enfermedad (Levett, 2001). El valor
practico de la muestra de orina es vital en la fase de leptospiuria e inmune, aunque en
algunos ensayos, al procesar muestras colectadas durante la fase leptospirémica, se
obtienen resultados satisfactorios (Van Eys et al., 1991; Gravekamp et al., 1991 y 1993).
La obtencion del liquido cefalorraquideo (LCR) se recomienda a partir del quinto y hasta el
decimonoveno dia posterior a la infeccion. Los cortes de tejidos (rifion, higado y pulmones)
no congelados deben enviarse lo mas rapido posible al laboratorio de microbiologia, lugar
donde se inocularan en los medios selectivos para leptospiras, con la finalidad de aislar al
microorganismo. Para estudios epizootioldgicos son importantes las muestras de aguas y de
los suelos vinculados con la fuente de infeccion. Las cepas de leptospiras patogenas, crecen
“in vitro” a temperaturas de 28 a 30° C. Para el cultivo y aislamiento de estas espiroquetas,
estdn los medios selectivos comerciales de Ellinghausen y McCullough, modificado por
Johnson y Harris (EMJH), el Korthof y el Fletcher, entre otros. Las muestras clinicas de
las que se aislan las leptospiras, suelen contaminarse facilmente, existiendo distintos
métodos para su descontaminacion. Las diluciones en solucion salina con pH neutro o
alcalino, las filtraciones a través de membranas bacteriologicas con poros de 0,22 pum, asi
como la inoculacién en los animales de experimentacion (hdmsteres) son los métodos mas

utilizados (Levett, 2001).

2.3.1. Demostracion microscopica de las leptospiras

Las leptospiras pueden visualizarse a través del examen microscopico directo en campo
oscuro, método poco sensible y especifico (Vijayachari et al., 2001b). Una manera practica
para aumentar la sensibilidad del método, consiste en teiiir la célula de leptospira
(Vijayachari et al., 2001b). Las principales tinciones utilizadas son aquellas que emplean
las sales de plata y entre ellas, la mas conocida es la coloracion de Warthin - Starry
(Vijayachari et al., 2001b). También se recomiendan algunas inmunotinciones (Zaki et al.,

1996).
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2.3.2. Demostracion directa de las leptospiras
El aislamiento de las leptospiras por cultivo, constituye la prueba de oro para la
confirmaciéon (retrospectiva) de la enfermedad. Este método es muy bien conocido y

presenta un 100% de especificidad (Levett 2001; Smythe et al., 2009).

Otros métodos directos para la deteccion de leptospiras, a partir de muestras clinicas,

presentan son el Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ensayo inmunoenzimatico

(ELISA) directo de doble sandwich (Champagne et al., 1991) que es el mas estudiado,
aunque también se reportan los inmunoensayos quimioluminicentes (Palmer y Hookey,
1992) y la cromatografia en capa delgada para la deteccion de leptospiras (Pol y
Bharadwaj, 2009).

La aplicacion de las técnicas de biologia molecular, con la determinacion del ADN de las
leptospiras, exhibe su valor a partir de diferentes muestras clinicas (Van Eys et al., 1991;
Gravekamp et al., 1991 y 1993; Zuerner et al., 1995; Zuerner y Bolin, 1997; Merien et al.,
1993, 1995, 2000 y 2005). La RCP, es uno de los métodos diagndsticos mas utilizados,
esta técnica al igual que el cultivo, ofrece una buena especificidad, lo que le permite su
aplicacion para el diagnostico rapido de la infeccion activa, a pesar de tener el
inconveniente de realizarse, sobre todo, en los laboratorios especializados y con un
personal calificado (Van Eys et al.,1991; Gravekamp et al., 1991 y 1993; Manu et al.,
2009). Esta bien documentada la utilizacion de la RCP a partir de sueros, en los trabajos
cientificos que avalan grandes evaluaciones clinicas, asi como para el diagnéstico rapido de
una infeccion activa por leptospiras (Gravekamp et al., 1991; Merien et al., 1993; Branger
et al., 2005). A finales del pasado y principios del presente siglo, surge la variante
cuantitativa de la RCP en tiempo real para el diagnostico de esta enfermedad (Woo et al.,
1998a, 1998b y 1999; Levett et al., 2005; Ahmed et al., 2009; Stoddard et al., 2009;
Lourdault et al., 2009).

2.3.3. Demostracion indirecta de las leptospiras
La mayoria de los casos clinicos sospechosos de leptospirosis se confirman, a través de la

serologia como herramienta principal. La IgM dirigida contra las leptospiras se detecta en
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la sangre de los enfermos, después del quinto o séptimo dia del inicio de los primeros

sintomas (Levett, 2001).

La técnica de MAT considerada la prueba de referencia internacional para el
serodiagnostico de la leptospirosis, se describe por primera vez por Schiiffner y Mochtar
en el afo 1927. En sus inicios se reconoce como una prueba de aglutinacion y lisis, ya que
sus resultados se leian en dependencia de la cantidad de circulos de lisis y de los restos
celulares observados. Posteriormente, se comprueba que existian agrupamientos o
aglutinados que contenian células de leptospiras vivas y no eran precisamente restos
celulares (Levett, 2001). Modificaciones realizadas permiten desarrollar la tecnologia,
hasta llegar al micrométodo, una técnica que, en estos momentos, se utiliza en la mayoria

de los laboratorios (Smythe et al., 2009; Dassanayake et al., 2009).

La técnica de MAT se considera el unico método seroldgico de laboratorio, que determina
el “posible serogrupo y serovar especifico” productor de la infeccion por leptospiras. A
pesar de esto, son pocos los estudios que demuestran la correlacion existente entre un
serogrupo o serovar identificado por MAT y el encontrado por el cultivo. Segiin Levett, se
predice con exactitud, el serogrupo o serovar de leptospira causante de la infeccion por
MAT, solo en el 40% de los casos positivos (convalecientes de leptospirosis) (Levett,

2003).

La lectura de la prueba de MAT, es subjetiva y dificil y se realizan considerables esfuerzos
para reducir el grado de variabilidad en la observacion final. La estimacion entre 50% de
leptospiras libres, con respecto a 50% de células aglutinadas puede generar una
interpretacion errénea y un alto grado de reacciones cruzadas entre los serogrupos de
leptospiras, a pesar de esto, resulta muy dificil obtener un falso bioldgico positivo por esta

técnica (Levett, 2001).

Durante la primera fase clinica de la enfermedad aparecen con frecuencia las “reacciones
paradojicas” en algunos primeros sueros de pacientes sospechosos de leptospirosis (Faine

et al., 1999; Faine, 2003; Craig et al., 2009), razon por la cual resulta necesario el estudio
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de sueros pareados por MAT. El incremento en dos diluciones del titulo del segundo suero,
respecto al primero, indica un resultado positivo y el intervalo de tiempo que media entre la
toma del segundo suero con respecto al primero, serd de siete dias como minimo (Levett,
2001). Si no se demuestra la conversion serologica, quizas por una toma incorrecta de las
muestras, se necesitaran nuevas extracciones de sangre, hasta poder demostrar la

positividad en las mismas (Levett, 2001).

Los titulos serologicos presentes en los sueros de pacientes con leptospirosis frente a las
cepas inactivadas de leptospiras, son inferiores a los que se logran con el uso de cepas
vivas. Se sefiala también que la aglutinacion que se observa cuando se utilizan células
tratadas con formalina es cualitativamente diferente a la que se produce con la utilizaciéon
de células no tratadas. Los reactivos inactivadores del crecimiento bacteriano, tales como el
formaldehido, modifican la configuracion espacial de muchos de los epitopes antigénicos
que reconocen los anticuerpos producidos contra las leptospiras. Sin embargo, el
tratamiento con formalina puede ser una buena alternativa de trabajo, para aquellos
laboratorios que no dispongan de un personal calificado y que no tengan experiencia en

mantener vivas las colecciones de leptospiras (Levett, 2001).

Otras técnicas utilizadas para el serodiagndstico de la leptospirosis son la prueba
macroscopica en lamina, la macroaglutinacion con antigeno termorresistente, la
contrainmunoelectroforesis (CIE) y la inmunofluorescencia indirecta (IFT) (Yasuda et al.,
1991; Appassakij et al., 1995; Levett, 2001). Muestra también aceptables resultados para el
serodiagnostico de la leptospirosis, el ensayo de inmunobloting, método que emplea un
conjugado de oro coloidal (Petchclai et al., 1991). Mientras que, en la saliva y el suero se
pueden demostrar anticuerpos IgM mediante la técnica DOT-ELISA, respectivamente
(Silva et al., 1997 y Vasconcellos et al., 2009). Comercialmente existe un IgM-Dot-
ELISA-Dipstick con valores de sensibilidad tan elevados como el demostrado por el

ELISA-IgM tradicional (Levett et al., 2001).

En contraste con la amplia reactividad que exhiben los ensayos de ELISA para el

diagnostico de leptospirosis en los humanos (Qiu et al., 2009), en las diferentes especies de
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animales, el comportamiento es diferente. EI ELISA que mas se reconoce en este sentido,
es el descrito para la deteccion del serovar Pomona y Hardjo en el ganado bovino (Levett et

al., 2001).

Existen otros métodos que utilizan células rojas (eritrocitos) obtenidas de diferentes
especies de animales, que actian como soporte para los antigenos de leptospiras. La
sustancia sensibilizante de eritrocitos (ESS), es uno de los antigenos de leptospiras que se
acopla mas cominmente a los hematies de carnero. Este complejo formado por el antigeno
y el soporte biologico (hematie), se emplea para la deteccion de anticuerpos especificos
contra leptospiras, en la prueba hemolitica (HLT) y la técnica de HAT, esta tltima descrita
por Chang en 1957 y aplicada por otros autores como McComb (1957), Sulzer (1975) y
Sakamoto (1985). En el afio 1998, se realiza una de las evaluaciones mas importante de la
técnica de HAT para el diagnéstico de la leptospirosis humana en los Centros de
Enfermedades (CDC) de EE.UU. La evaluacion demuestra que la prueba es valiosa ya que
proporciona unos valores de sensibilidad y especificidad del 92 y 95%, respectivamente
(Levett y  Whittington, 1998). Estudios posteriores sefialan que los valores de la
sensibilidad de la técnica de HAT, varian en dependencia de la zona geografica donde se
aplique el sistema, asi como del momento de la toma de la muestra y del disefio
experimental realizado. En uno de estos estudios se detecta una positividad de 44% en la
fase aguda de la enfermedad, cuando las muestras de los pacientes se tomaron a partir del
5 dia de iniciados los sintomas (Yersin et al., 2000; Effler et al., 2000; Levett et al.,
2001). La técnica de HAT, esta descrita en el Programa Nacional de Prevencion y Control
de la Leptospirosis en Cuba y se utiliza desde el afio 1983, en todos los CPHEM

principalmente para el serodiagnostico de esta entidad infecto contagiosa (Cruz, 2002).

La técnica de aglutinacion de la microcapsula, método que emplea un polimero sintético de
leptospiras, en lugar de células rojas, se evaliia como parte de un estudio multicéntrico en
muestras de sueros obtenidas en la fase aguda de leptospirosis de individuos de Japon,
India y China. Sin embargo, no se detectan casos positivos infectados por otros serovares

de leptospiras que no estén incluidos en la preparacion antigénica utilizada. Una de sus
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ventajas como un método directo de aglutinacion radica en que puede aplicarse a sueros de

diferentes especies de animales (Cui et al., 1991; Sehgal et al., 1997).

A principios de los afios 1990, la agencia comercial PanBio INDX, INC, de los Estados

Unidos comercializa la primera generacion del sistema inmunoenzimatico cualitativo

conocido como Dip-S-Ticks®-IgM (anexo 1), este sistema es util para la deteccion de

anticuerpos especificos (IgM) producidos contra las leptospiras. Esta primera version del

Dip-S-Ticks®-IgM, permite analizar diferentes tipos de muestras clinicas, entre ellas los

sueros, el plasma, la sangre total heparinizada y la sangre obtenida de la puncién del dedo

(anexo 1).

En el afio 1997, Holanda da a conocer el uso de un ensayo Dipstick para la deteccion de
anticuerpos IgM en los sueros de casos sospechosos de leptospirosis (Gussenhoven et al.,

1997). A partir de este momento, la agencia comercial Organon Tecknika (Organon

Tecknika LTD., Holanda) en colaboracion con el Instituto de Medicina Tropical (KIT), de

Holanda, desarrolla la segunda variante de este sistema, conocida como LEPTO Dipstick

(Smits et al., 1999 y 2000a) (anexo 2), un método inmunocromogénico especifico para la
deteccion de anticuerpos IgM en el suero humano. Este segundo estuche es un sistema
diagnodstico compuesto por dos bandas horizontales, una de ellas, la que se ubica en la parte
inferior de la tirilla, se corresponde con el antigeno de leptospira (obtenido a partir de la
cepa Patoc I del serogrupo Semaranga, serovar Patoc, de la especie L. biflexa) de amplia
reactividad y la otra banda, ubicada en la parte superior, se corresponde con un control
interno (anti IgM humana). La existencia de anticuerpos especificos contra las leptospiras
en el suero se pone en evidencia, por la adicién de un reactivo revelador, con un conjugado
acoplado a una solucion colorante. La reactividad del antigeno permite la eficiente
deteccion del amplio espectro de anticuerpos contra la infeccion por leptospiras. Desde el
punto de vista técnico, este ensayo es mas simple que el Dip-S-Ticks"-IgM (Smits et al.,

2000a).

En el 2000, la firma comercial Organon Tecknika (Organon Tecknica LTD., Holanda), en

colaboracion con el KIT de Holanda, desarrolla otro sistema répido dirigido a la pesquisa
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de leptospirosis humana. En particular, Lepto Tek Dri Dot es un sistema de aglutinacion
con particulas latex (Smits et al., 2000by 2001b) (anexo 3). El antigeno acoplado al ensayo
(obtenido a partir de la cepa Lely del serovar Hardjo, serogrupo Sejroe, de la especie L.
interrogans) detecta anticuerpos especificos contra las leptospiras en el suero humano, por
lo que se considera de una amplia reactividad genérica. La mezcla conjugada del antigeno y
las particulas de latex se absorbe a una cartulina blanca, por congelacion en seco. La
presencia de una aglutinacion granular fina y homogénea, evidencia un resultado positivo.
Por el contrario, cuando no existen anticuerpos especificos contra las leptospiras, no se
formaré aglutinacion y la suspension permanecerd azul, indicando un resultado negativo.
Pueden ocurrir reacciones débiles positivas, dependiendo de la concentracion de los
anticuerpos. Todos los casos positivos por este sistema deben confirmarse por la técnica de
MAT (Smits et al., 2000b y 2001b; Vijayachari et al., 2002; Goris et al., 2009). El método
no requiere de equipamiento alguno para su realizacion y los resultados se obtienen a los 30
seg de realizar la prueba. Los reactivos del estuche comercial son muy estables y pueden

almacenarse a la temperatura ambiente (Vijayachari et al., 2002; Goris et al., 2009).

En el 2001, la firma comercial Organon Tecknika (Organon Tecknica LTD., Holanda), en

colaboracion con el KIT de Holanda, desarrolla otro sistema seroldgico denominado Lepto

Tek Lateral Flow (Smits et al.,2001a) (anexo 4), para la pesquisa rapida de IgM en las

muestras de suero y sangre de los casos sospechosos de leptospirosis. Lepto Tek Lateral

Flow, es un sistema inmunocromogénico, que tiene un antigeno especifico de leptospira
(obtenido a partir de la cepa Patoc I, del serogrupo Semaranga, serovar Patoc, de la especie
L. biflexa) fijado como una linea discreta, en una membrana de nitrocelulosa porosa
localizada como la zona “test”. También esta fijado, del mismo modo, una anti-IgM
humana en la zona denominada “control”. La membrana (en su totalidad) se incluye dentro

de un soporte o tablilla plastica.

En el extremo izquierdo de la tablilla plastica esta la zona “porta-muestra”, que recibe la
sangre o el suero. Para la realizacion del ensayo se emplea un reactivo de deteccion
compuesto, por un grupo de particulas coloidales rojas moviles, unidas a un anticuerpo

anti-IgM humana. Al difundir y trasladarse la muestra mas el reactivo de deteccion, por la
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membrana, se formaran, si existe identidad, bandas coloreadas o lineas que en dependencia
de su ubicacion orientardn a favor de un resultado u otro. Por lo general, en la zona
“control”, siempre aparecera una banda coloreada que indicara la validez de la prueba. Si
en la muestra existen anticuerpos especificos contra leptospiras, en la zona “test” aparecera
una linea roja (mas o menos intensa), en dependencia de las concentraciones de IgM
especificas producidas contra las leptospiras. Si por el contrario, la muestra no posee
anticuerpos especificos IgM, la mezcla continuara difundiendo y sobrepasara la zona “test”,
caso donde no se observara la linea de coloracion roja. El criterio de confiabilidad del
Lepto Tek Lateral Flow, dependera del debido funcionamiento de la zona “control” (Smits

etal., 2001a; Eapen et al., 2002; Sehgal et al., 2003; Goris et al., 2009).

Este estuche es una segunda generacion del sistema conocido como LEPTO Dipstick, el
ensayo no requiere de equipamiento especifico y los resultados se obtienen a los 10 min de
realizar la prueba. Los reactivos, segiin el productor, deben conservarse entre 2 a 25° C, en
un lugar seco y protegido de la exposicion directa de la luz. La comparacion de Lepto Tek
Lateral Flow con el ELISA-IgM para el serodiagnostico de la leptospirosis, muestra una
sensibilidad total de 86%, con una especificidad de 92%. La amplia reactividad del

antigeno de leptospira acoplado al Lepto Tek Lateral Flow, permite la deteccion de

infecciones causadas por cepas de leptospiras de diferentes serovares (Eapen et al., 2002;

Sehgal et al., 2003; Goris et al., 2009).

Con el desarrollo tecnologico aparecen otros sistemas de ventana disefiados
comercialmente, para el pesquisaje de leptospirosis humana. En este sentido se destacan los

comercializados por la compaiiia coreana BIO LINE SD Standard Diagnostics INC, lider

mundial en el desarrollo y venta exitosa de productos para el diagnostico “in vitro”, tanto
en el campo de la salud publica como en el veterinario, en mas de 95 paises. Para el

pesquisaje de leptospirosis, BIO LINE — SD, dispone de tres sistemas de ventanas, basados

en la deteccion de anticuerpos IgG (Leptospira), IgM (Leptospira IgM) e IgM-IgG
(Leptospira IgM-IgQG) (anexo 5). Estos estuches presentan diferencias en cuanto el tipo de
muestras a utilizar, asi como el tiempo de incubacién y la cantidad de bandas coloreadas.

La técnica inmunocromogénica de BIO LINE SD Leptospira [gM-IgG en particular, se
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basa en fijar, sobre la superficie de una tirilla, las siguientes lineas: “G” (anticuerpo 1gG
obtenido frente a la cepa Patoc I, del serogrupo Semaranga, serovar Patoc, de la especie L.
biflexa), “M” (anticuerpo IgM obtenido frente a la misma cepa Patoc I), y “C” (linea
control, formada por una anti-IgM humana). Estas lineas no son visibles antes de aplicar la
muestra. La linea “C”, se emplea como control de la prueba, trazo que se visualiza cuando
la técnica se ejecuta de forma adecuada. Mientras que, el color purpura visible en las zonas
“G” y “M” dependerd de la concentracion de las IgG o IgM presentes en el suero o el
plasma. La ausencia de color, se corresponde con la inexistencia de estas
inmunoglobulinas. El productor recomienda no emplear esta prueba sélo en funcion del
diagnostico y avalar los resultados con los hallazgos clinicos y epidemioldgicos
encontrados. Si la prueba fuera negativa y la clinica aporta elementos que hacen sospechar
una leptospirosis, es valido tomar nuevas muestras y realizar las repeticiones que sean

necesarias (BIO-LINE SD Standard Diagnostics, INC, 2007, http://www.standardia.com).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Tipo de estudio

Este capitulo se divididé en cuatro grupos de investigaciones descriptivas y prospectivas,
comprendidas en los acapites 3.3.1, 3.3.2., 3.3.3., y 3.3.4.. En primera instancia (acépite
3.3.1) se mostraron los resultados de las evaluaciones practicas realizadas a los siguientes
sistemas serologicos comerciales: LEPTO Dipstick, Lepto Tek Lateral Flow, Lepto Tek Dri
Dot (Organon Tecknica LTD., Holanda) y SD  Leptospira IgM-IgG

(http://www.standardia.com). Ademas se presentd, como fue identificada la infeccion por

leptospiras en los casos clinicos asociados con dos brotes epidémicos ocurridos en Cuba
(acapite 3.3.2), como se verificd la existencia de casos de leptospirosis humana en una
provincia seleccionada para aplicar la vacuna vax-SPIRAL" y cémo se detectaron los
serogrupos de leptospiras circulantes (acapite 3.3.3). El tltimo de los acapites (3.3.4)
presentado en este capitulo, incluy6 el primer estudio realizado en Cuba para el desarrollo,
la evaluacion y la aplicacion de un sistema de aglutinacion con particulas de latex, método

que se utilizo para el pesquisaje rapido de la leptospirosis humana.

3.2. Marco de la investigacion

El LNRL, perteneciente al Departamento de Bacteriologia - Micologia de la Subdireccion
de Microbiologia del IPK y que sirvio de marco para estas investigaciones, estd
considerado como un laboratorio de alcance internacional. Este laboratorio posee el
equipamiento tecnologico necesario para brindar servicios especializados, asi como
enfrentar las contingencias sobre la leptospirosis humana y otras enfermedades producidas
por espiroquetas que se presenten en Cuba. En esta entidad se realiza el control de calidad

del diagnostico de todos los CPHEM del pais y se hace todos los afios, el diagnostico
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microbioldgico a un promedio de 500 casos sospechosos de leptospirosis que acuden al
hospital del IPK y a otras instituciones nacionales. Por sus condiciones técnicas y la
preparacion cientifica de los profesionales que laboran en él, constituye el Centro de
Referencia Nacional reconocido por el MINSAP para acometer los estudios de vigilancia

microbiologica de la leptospirosis humana en Cuba

3.3. Procedimientos y caracteristicas generales del trabajo

3.3.1. Evaluacion y aplicacion de los sistemas seroldgicos rapidos, para el pesquisaje

de la leptospirosis humana en Cuba

3.3.1.1. Universo de trabajo y muestras

La evaluacion del sistema seroldgico rapido Lepto Tek Lateral Flow (anexo 4) se hizo en el

periodo comprendido desde septiembre de 2001 hasta enero de 2002. En esta etapa se
estudi6 un grupo de sueros obtenidos de individuos (enfermos y sospechosos) de
leptospirosis y con los mismos se conformaron los siguientes grupos de estudio:

- Grupo I (controles positivos): 18 sueros de casos con leptospirosis confirmada.

- Grupo II (controles negativos): 10 sueros de pacientes con dengue, cinco de

individuos con hepatitis B y cinco sueros de casos con enterovirosis.

- Grupo III: 47 sueros de pacientes con una sospecha clinica de leptospirosis.

Las evaluaciones de los sistemas LEPTO Dipstick (anexo 2) y Lepto Tek Dri Dot (anexo 3)

se realizaron desde enero a mayo de 2002 y se aplicaron en muestras de sueros obtenidos de
personas enfermas y sospechosas, con estas muestras se formaron los siguientes grupos de
estudio:
- Grupo IV (controles positivos): 14 sueros de casos con leptospirosis confirmada.
- Grupo V (controles negativos): cinco sueros de pacientes con dengue, cinco de
casos con hepatitis B, 5 de individuos con hepatitis C y cinco sueros de casos con
enterovirosis.

- Grupo VI: 40 sueros de pacientes con sospecha de leptospirosis.
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La evaluacion del SD Leptospira IgM-IgG (anexo 5) se realiz6 en el periodo comprendido

desde noviembre de 2007 a febrero de 2008. Los grupos se formaron con los sueros
obtenidos de personas (enfermas y sospechosas) y para su estudio se distribuyeron como
sigue:

- Grupo VII (controles positivos): 28 sueros de casos con leptospirosis confirmada.

- Grupo VIII (controles negativos): 15 sueros de pacientes con dengue, cinco de

casos con hepatitis B y 10 sueros de individuos con sifilis.

- Grupo IX: 34 sueros de pacientes sospechosos de leptospirosis.

La informacion de la distribucion del universo de trabajo, con sus muestras, asi como los

sistemas rapidos evaluados, se resume en la tabla 1.
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Tabla 1. Distribucion del universo de trabajo, de las muestras y los sistemas rapidos

evaluados, para la pesquisa seroldgica rapida de leptospirosis humana en Cuba.

) Periodo de
Sistemas » Grupos Casos Total
evaluacion
| Controles Leptospirosis 18
+ confirmada
Sept 2001 | Dengue (10),
Lepto Tek Lateral Flow o Controles o atitis B (5), 20
(Organon Tecknica LTD., / - enterovirosis (5)
Ll i) Enero 2002 |, Sospechosos de 47
leptospirosis
Controles Leptospirosis
- v confirmada 14
LEPTO Dipstick Enero 2002 +
y =
L epto Tek Dri Dot / v Controles Dengue (5), hepatitis 20
(Organon Tecknica LTD = =10 _.C (5) y
Holanda) 2 Mayo 2002 enterovirosis (5)
Vi Sospechosos de 40
leptospirosis
vil Controles Leptospirosis o8
Nov 2007 + confirmada
SD Leptospira IgM-19G Dengue (15) ,
(http://www.standardia.com, / Vil Cont_roles hepatitis B (5) y 30
2007) Feb 2008 sifilis (10)

IX Sospechosos de 34
leptospirosis

3.3.1.2. Métodos

La metodologia seguida en los acapites 3.3.1, 3.3.2., 3.3.3., 3.3.4.,, y en los subacépites
3.34.22. y 3.34.3.3. para la recoleccion, el procesamiento, la conservacion de las
muestras, la confirmacion de los casos, asi como el cultivo (anexo 6) y la identificacion de
los serogrupos de leptospiras (anexo 9) se realizd, segun lo establecido en el Manual de
Operaciones y Procedimientos (MOP) del LNRL del IPK, norma vigente seguin el afo de
realizacion de cada uno de los estudios. De igual manera, las cepas utilizadas para la
identificacion de los serogrupos de leptospiras, en los sueros de los casos clinicos

presuntivos, de la tesis en general, aparecen en la tabla 2.
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Tabla 2. Relacion de las especies, serogrupos, serovares y cepas de leptospiras,

empleadas en la técnica de referencia internacional de MAT.

Especie Serogrupo Serovar Cepa
Leptospira interrogans Australis Australis Ballico
Leptospira interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A
Leptospira. borgpetersenii Ballum Castellonis Castellon 3
Leptospira interrogans Bataviae Bataviae Swart
Leptospira interrogans Canicola Canicola H. Utrecht IV
Leptospira kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522 C
Leptospira kirschneri Grippothyphosa Grippothyphosa Moskva V
Leptospira interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
Leptospira interrogans Icterohaemorrhagiac ~ Copenhageni M20
Leptospira interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA
Leptospira borgpetersenii Javanica Javanica V Batavia 46
Leptospira noguchii Panama Panama CZ 214K
Leptospira interrogans Pomona Pomona Pomona
Leptospira interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem
Leptospira interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno
Leptospira interrogans Sejroe Wolffi 3705
Leptospira borgpetersenii Sejroe Sejroe M 84
Leptospira borgpetersenii Tarassovi Tarassovi Perepelitsin
Leptospira bhiflexa Semaranga Patoc Patoc I

Fuente: MOP del LNRL, IPK.

La técnica serologica de referencia internacional de MAT, referida por la OMS y la ILS
(Faine et al., 2003), fue utilizada para confirmar todos los casos de leptospirosis, incluidos
en esta tesis. El cultivo como prueba de oro para el diagnoéstico microbioldgico de esta
entidad clinica, no se realiz6 en la mayoria de los casos estudiados, por las dificultades que

presenta este proceder para su ejecucion sistematica.

De forma particular, los sueros de los casos controles positivos, incluidos en este acapite, se
confirmaron por la técnica seroldégica de MAT (anexo 7); siguiendo las recomendaciones
establecidas en el MOP de los afios 2001 y 2008 del LNRL (IPK) y la metodologia descrita
por Hartskeerl et al (2008). Los sueros correspondientes a los casos de dengue se
corroboraron por un ELISA de captura de IgM (disenado en el IPK), los de sifilis, por las
pruebas no treponémicas de la reagina plasmatica rapida (RPR) (Reactivos SPINREACT
S.A, Espaiia), el Venereal Diseases Research Laboratory (VDRL), producido por HELFA® -

Diagnésticos de Quimefa en Cuba y la prueba treponémica de hemoaglutinacion del
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Treponema pallidum (HATP) (Human-Diagnostic Worldwide de Alemania); mientras que,
los sueros correspondientes a los casos de hepatitis B y C se confirmaron mediante sus
respectivos juegos diagnoésticos de UMELISA - HBsAg y UMELISA anti - HCV,
producidos por el Centro de Inmunoensayo (CIE) de La Habana, Cuba; para los sueros de
los casos de meningitis aséptica por enterovirus se aplico la técnica de inhibicion de la
hemoaglutinacion, segan el MOP de los afios 2001 y 2002 del Laboratorio de Enterovirus
del IPK. Todos los sueros se conservaron a -20° C, hasta su uso en el LNRL del IPK. Los
sueros de los casos sospechosos de leptospirosis se obtuvieron de pacientes ingresados en
las unidades de cuidados intensivos de los siguientes hospitales clinicos - quirrgicos de

Ciudad de La Habana: “Enrique Cabrera”, “Salvador Allende” y del IPK.

Las tecnologias serologicas rapidas referidas en este acdpite se realizaron, segin las
recomendaciones descritas por Smits et al (2000a, 2000b y 2001a) y el protocolo de trabajo
publicado por BIO LINE SD Standard Diagnostics, INC (http://www.standardia. com).

Fue confeccionada una base de datos en Microsoft Excel y los resultados se procesaron
mediante el paquete estadistico Epidat version 3.1. Los sueros controles (positivos y
negativos), se utilizaron para medir el valor diagnéstico de los sistemas seroldgicos rapidos
con respecto al método de referencia de MAT, y sus resultados sirvieron para calcular los
porcentajes de la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo y negativo, el
indice de concordancia o validez, el grado de acuerdo o reproducibilidad (indice de
Kappa); asi como la razon de verosimilitud para la fiabilidad de cada sistema, estimandose

el intervalo de confianza (IC) del 95 % y el valor de p < 0.05.

3.3.2. Identificacion de la infeccion por leptospiras en los casos clinicos asociados con

dos brotes epidémicos ocurridos en Cuba.

3.3.2.1. Antecedentes de la investigacion
Los dos brotes de leptospirosis se produjeron en regiones donde la situacion epidemiologica
existente contribuyd a su desarrollo: 1) En la Ciudad de Santa Clara: se presentd un

marcado deterioro de las condiciones higiénico - sanitarias en esta comunidad, situacion
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favorecida, por la convivencia de animales domésticos y humanos en los hogares, asi como
la presencia de caninos abandonados en las calles y la utilizacion de equinos como el
principal medio de transporte urbano y 2) En Ciudad de La Habana: se combatia con
medidas higiénico - sanitarias la presencia del vector del virus del dengue, derivandose de
estas acciones, la puesta en marcha de précticas sanitarias en el medio ambiente, entre ellas
la eliminacion de residuos solidos y de basureros. Ambas situaciones provocaron el
desplazamiento de los hospederos de mantenimiento de estos microorganismos y con ello la
diseminacion de las leptospiras, lo que produjo la infeccién en los humanos (hospederos
accidentales), observandose de forma alarmante, el incremento de enfermos con signos y
sintomas compatibles con la leptospirosis humana, que acudian a las unidades asistenciales
de salud publica. Debido a estas emergencias, las autoridades del MINSAP, decidieron
identificar por métodos microbioldgicos, si la enfermedad era la causa que ocasionaron las

situaciones epidemioldgicas declaradas en cada region.

3.3.2.2. Universo de trabajo y muestras

La informacion general de los dos brotes analizados fue la siguiente:

Brote 1
En el periodo comprendido entre la cuarta semana de junio y la primera de julio de 1997, el
LNRL recibi6 220 sueros, 16 muestras de orina y cinco de sangre, todas obtenidas en 215

casos sospechosos de leptospirosis, procedentes de la Ciudad de Santa Clara, provincia de

Villa Clara.

Brote 2

El LNRL recepciono, desde el 1 de enero al 30 de junio de 2002, un total de 264 sueros y
20 muestras de sangre obtenidas en 264 casos sospechosos de leptospirosis, procedentes de
varios municipios de Ciudad de La Habana (Habana del Este, 10 de Octubre, La Lisa,

Playa, Habana Vieja, Cerro, Cotorro, Marianao y Guanabacoa).
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3.3.2.3. Métodos
Para el estudio de los dos brotes epidémicos no fueron usadas las mismas técnicas
microbiologicas. Sin embargo, si se utilizo la técnica de referencia internacional de MAT

(anexo 7), para la confirmacion seroldgica los casos presuntivos; siguiendo las

recomendaciones establecidas en el MOP de los afios 1997 y 2002 del LNRL (IPK).

La metodologia de diagndstico rapido que se utilizd para el estudio del brote epidémico
numero 1 fue la RCP, técnica donde se usaron los cebadores Lep-1 y Lep-2, especificos
para amplificar un fragmento de 631 pares de bases (pb) correspondientes al gen del ARN
ribosomal 16S de L. interrogans (Hookey et al., 1992). Esta técnica se aplicd en las
muestras de orina. Los productos amplificados se identificaron por la hibridacion de los
acidos nucleicos (Johansson, 1996), mediante la sonda de oligonucleotidos (Lin-2)
complementaria a la region variable V-2 del mismo gen. Se usaron como controles
positivos, los cultivos de las siguientes cepas patogenas de referencia: Pomona, Hond
Utrech IV y RGA y como control negativo, la cepa Patoc I de L. biflexa, todas descritas en
el MOP del LNRL, del afio 1997. Mientras que, en el brote epidémico ntimero 2, se
utilizaron los sistemas seroldgicos rapidos LEPTO Dipstick y Lepto Tek Dri Dot (Smits et
al., 2000a y 2000b).

Se calcularon los porcentajes de positividad serologica para los casos de los brotes 1y 2,
eligiéndose el ensayo de MAT, como el sistema de referencia internacional. Ademas, se
utilizd el paquete estadistico de Epidat version 3.1, para calcular el indice de concordancia
(con un intervalo de confianza del 95%) entre los sistemas rapidos y los métodos

tradicionales utilizados en el brote 2.

3.3.3. Verificacion de la existencia de casos de leptospirosis humana en una provincia
seleccionada para aplicar la vacuna vax-SPIRAL® y su relacion con los serogrupos de

leptospiras circulantes
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3.3.3.1. Antecedentes de la investigacion

La confirmacion epidemiologica, clinica y microbioldgica del brote de leptospirosis
humana en la Ciudad de Santa Clara, motivd que se intensificara la vigilancia
microbiologica por parte del laboratorio en esta zona del pais, por lo que fueron estudiados
los casos sospechosos ocurridos en la provincia de Villa Clara y ademas se identificaron los

principales serogrupos de leptospiras circulantes en esta region geografica.

3.3.3.2. Universo de trabajo y muestras

Durante el periodo comprendido entre mayo de 1998 y septiembre de 1999, el LNRL del
IPK recibié muestras clinicas obtenidas de 219 casos sospechosos de leptospirosis de toda
la provincia de Villa Clara. Entre las muestras, se recepcionaron: 219 sueros pareados y 103

muestras de sangre inoculadas en el medio liquido EMJH (Levett, 2001).

3.3.3.3. Métodos
En particular, el estudio seroldgico de los casos sospechosos de leptospirosis se realizd por

el sistema rapido de LEPTO Dipstick, un ensayo recomendado por Smits et al (2000a), asi

como, por los sistemas tradicionales de MAT (sistema de referencia internacional) y la
técnica de HAT. Se realiz6, ademas, el cultivo de las muestras (anexo 6) y la identificacion
de los aislamientos obtenidos (anexo 9). La confirmacion final de los pacientes con
leptospirosis, fue realizada tomando en consideracion principalmente, los resultados de la
MAT y el cultivo; siguiendo las recomendaciones establecidas en el MOP de los afios 1998
y 1999 del LNRL (IPK). Para la identificacion de los serogrupos de leptospiras
correspondientes a los casos clinicos positivos de leptospirosis, se utilizaron las cepas que

se describen en la tabla 2.

Se determinaron los porcentajes de positividad seroldgica obtenida por cada sistema

utilizado, asi como la distribucion de los serogrupos de leptospiras identificados.
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3.3.4. Desarrollo, evaluacion y aplicacion de un sistema autdctono de laboratorio, para

el pesquisaje rapido de la leptospirosis humana

3.3.4.1. Antecedentes de la investigacion

Previa a esta investigacion se realizaron los protocolos preliminares para la seleccion del
mejor método de obtencion del antigeno de leptospira, asi como la conjugacioén 6ptima del
conjugado y la mejor dilucion del suero. Para medir la reproducibilidad y estabilidad de los
biologicos se adaptaron los métodos utilizados en los estudios realizados en el LNRL,
durante el desarrollo y evaluacion de otros sistemas serologicos. Estas actividades, no estan

contempladas en el documento de tesis.

3.3.4.2. Desarrollo y evaluacion de cinco sistemas de aglutinacion con particulas de

latex, para el pesquisaje rapido de la leptospirosis humana

3.3.4.2.1. Universo de trabajo y muestras

Se estudiaron 771 sueros pertenecientes a 645 personas enfermas o sospechosas de
leptospirosis, todos se obtuvieron en el periodo comprendido entre el 1°° de enero de 2002
y el 30 de julio de 2004. Los sueros de los casos investigados se dividieron en tres grupos
de estudio. Los controles positivos (Grupo I) se formo por 65 sueros de casos confirmados
de leptospirosis y los negativos (Grupo II), incluyd 88 muestras obtenidas de “personas
supuestamente sanas”, 12 casos de sifilis, 10 con meningoencefalitis aséptica por
enterovirus, 10 de casos con toxoplasmosis, 16 de pacientes con dengue, 10 de casos con
hepatitis B y 10 sueros pertenecieron a individuos con hepatitis C. El Grupo III estuvo
integrado por 424 casos sospechosos, con evidencias epidemioldgicas de leptospirosis y

signos clinicos.

3.3.4.2.2. Métodos

Los casos controles positivos de leptospirosis, se confirmaron por la técnica seroldgica de
MAT (sistema de referencia internacional), descrita en el MOP de 2004, del LNLR, IPK.
Los sueros de los 88 individuos “supuestamente sanos” procedieron de donantes del Banco

de Sangre de Marianao, Ciudad de La Habana y fueron negativos a leptospirosis por las
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técnicas de MAT y HAT. Los 12 casos positivos de sifilis se confirmaron por las pruebas
no treponémicas de la reagina plasmatica rapida (RPR) (Reactivos_SPINREACT S.A,
Espaiia), el Venereal Diseases Research Laboratory (VDRL), producido por HELFA® -

Diagnosticos de Quimefa en Cuba y la prueba treponémica de hemoaglutinacion del

Treponema pallidum (HATP) (Human - Diagnostic Worldwide de Alemania); los 10 sueros

positivos de los casos de meningoencefalitis aséptica por enterovirus, se confirmaron por la
técnica de inhibicion de la hemoaglutinacion (MOP de 2004 del Laboratorio de Enterovirus
del IPK), los 10 sueros positivos de toxoplasmosis se confirmaron mediante la técnica de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) (MOP de 2004 del Laboratorio de Parasitologia del
IPK); los 16 sueros de los casos de dengue presentaron anticuerpos [gM mediante el ELISA
de captura (disefiado en el IPK) y los 20 sueros de los individuos con hepatitis B y C se
confirmaron, utilizando sus respectivos juegos diagnosticos de UMELISA - HBsAg y
UMELISA anti - HCV, producidos por el CIE de La Habana, Cuba. La confirmacion final
de los 424 pacientes sospechosos de leptospirosis, fue realizada tomando en consideracion,
los resultados de la MAT; siguiendo las recomendaciones establecidas en el MOP de 2004,
del LNRL (IPK). Estos casos y sus muestras procedian de diferentes hospitales clinicos -

quirurgicos de Ciudad de La Habana y algunos CPHEM de Cuba.

3.3.4.2.2.1. Cepas utilizadas
Se realizd una seleccion de las cepas de referencia de leptospiras y para la misma, se tuvo
en consideracion que fueran aquellas cepas que tuvieron una mayor circulacion en Cuba

durante el primer quinquenio de la década del 2000; su relacion se presenta a continuacion:

Cepas Serovares Serogrupos

M 20 Copenhageni Icterohaemorrhagiae
Hond Utrech IV Canicola Canicola

5621 Mozdok Pomona

M 84 Sejroe Sejroe

Fuente: MOP del LNRL, IPK (2004).
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Resulta necesario destacar que la cepa Castellon 3, del serogrupo Ballum, serovar Ballum,
no se incluy6 en el momento de realizar esta investigacion, a pesar de circular también en

nuestro medio, ya que la misma presentd dificultades en su cultivo.

3.3.4.2.2.2. Obtencion del antigeno

Para la obtencion del antigeno, las cepas de leptospira seleccionadas se cultivaron en el
medio liquido EMJH (Difco, lote 141734), suplementado con acidos grasos y albumina
bovina fraccion V (AFAS). Cada cepa se cultivo, segun el protocolo descrito en el MOP del
LNRL de 2004. Al término de los 15 dias, los cultivos se centrifugaron (ultracentrifuga
HIMAC-HITACHI de Japén) a 32 800 g. en condiciones de refrigeracion (4° C), durante

2h. Cada sedimento se resuspendié en un tampon fosfato alcalino (TFS), con glicina pH 8,2
y se centrifugd de nuevo con las mismas condiciones. Este proceso se repitio tres veces; el
sedimento final se resuspendié en TFS y se dejo reposar durante lh a la temperatura del
laboratorio (20-25° C). Posteriormente, las células se inactivaron con formaldehido hasta
alcanzar una concentracion final de 0,5%. La mezcla se dejo reposar de nuevo 30 min a la
temperatura del laboratorio (20-25° C) y transcurrido ese periodo, se tom6 de forma
aséptica una gota de cada cultivo, la que se observd por microscopia en campo oscuro. El
proceso de inactivacion se consideré como exitoso, si la célula de leptospira perdia su
movilidad. En aquellos casos donde se observaron células méviles, se afiadioé una cantidad

similar de formalina y se repitieron los pasos descritos con anterioridad.

Una vez concluidos los pasos anteriores, la concentracion de células se ajustd hasta
alcanzar un valor de tramitancia entre 25 y 35%, mediante un fotocolorimetro (CIBA-
CORNIG 257, de EE.UU), con un filtro equivalente a una longitud de onda de 420 nm,
valor que se hizo corresponder, con su equivalente en densidad Optica y se logrd extrapolar
en la curva de crecimiento para leptospiras (Hartskeerl et al., 2008). Se estim6 como
6ptima la concentracion final de 10® leptospiras por mL. De esta manera se establecieron

los cuatro antigenos de serogrupos, cuya denominacidon se muestra a continuacion:
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Antigeno - Canicola
Antigeno - Icterohaemorrhagiae
Antigeno - Pomona

Antigeno - Sejroe

Una alicuota de 1 mL de cada uno de éstos cuatro antigenos, se mezclo a partes iguales,

para formar un quinto antigeno denominado “‘antigeno - mezclado”

3.3.4.2.2.3. Conjugacion de cada antigeno con las particulas de latex

El método original del acoplamiento de cada uno de los antigenos con las particulas de latex
se realizd, seglin la modificacion de Newman et al (1970) y Severin (1972). Se utilizaron
particulas de latex azul (SIGMA®-EE.UU), de 0,8 pm de diametro y a una concentracion del
10% (peso/volumen) para el acoplamiento con cada antigeno de forma independiente. Por
cada mL de antigeno se adicionaron 30 uL de latex, para lograr una concentracion final de
3%. La conjugacion se realizo durante 2h a 37° C, manteniendo un movimiento giratorio
permanente a 400 g. Durante el proceso, se evito la formacion de espuma. Posteriormente,
se centrifugaron los conjugados a 18 800 g, durante 10 min, descartandose el sobrenadante.
El sedimento se resuspendié en 1 000 uL de TFS glicina (pH 8,2) con albimina bovina
(fraccion V) al 1% (SIGMA) y se colocé durante 30 min a una temperatura de 37° C,
manteniéndose en movimiento giratorio permanente a 400 g. Se realizo otra centrifugacion a
18 800 g. durante 10 min, eliminandose el sobrenadante. El sedimento se resuspendio en 1
000 uL de TFS glicina (pH 8,2) con Tiomersal (1: 100 000). Para concluir este proceso, los
productos finales se estabilizaron durante 24h a 4° C. De esta manera se obtuvieron cinco

conjugados de latex, cuya denominacion se describe a continuacion:

Latex N° Denominacion
N° 1 Latex-Canicola
N° 2 Latex-Icterohaemorrhagiae
N° 3 Latex-Pomona
N° 4 Latex-Sejroe
N°5 Latex - mezclado
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3.3.4.2.2.4. Evaluacién de la reactividad, estabilidad y reproducibilidad de los sistemas
latex

La reactividad de los conjugados latex, se evalud de acuerdo con su capacidad para
aglutinar los anticuerpos existentes en los sueros controles positivos y en los obtenidos de
los casos sospechosos de leptospirosis. Para ello, se mezclaron en una ldmina de cristal y de
forma independiente, 10 uLL de cada uno de los latex conjugados, con la misma cantidad de
suero a investigar. La mezcla se homogeniz6 con un palillo desechable y se rot6 de forma
manual, por un tiempo maximo de 3 min. Se consider6 como una reaccion positiva,
aquellos sueros donde se produjo una aglutinacion franca y visible antes de transcurrir tres
min. Por el contrario, se consideraron negativos, los sueros donde no se observo

aglutinacion en ese periodo.

La estabilidad en las condiciones del laboratorio se evalud todos los meses durante un
semestre. Para cumplimentar esta actividad, se utilizaron 10 sueros con altos titulos contra
leptospiras (=160) (controles positivos) y 10 negativos, todos se seleccionaron de forma
aleatoria de las serotecas conservadas en el LNRL del IPK. Los sueros seleccionados se
mezclaron con cada uno de los cinco conjugados de latex y el proceso de evaluacion se
realizd con intervalos de 30 dias entre cada una de estas evaluaciones. Se valord la

disminucion o pérdida del efecto aglutinante, sobre todo, en los sueros controles positivos.

Se evalu6 también la reproducibilidad en las condiciones del laboratorio, todos los meses
durante un semestre, con la participacion de cinco analistas, personal que fue previamente
entrenado en la metodologia del latex descrita en este sub-capitulo. A cada una de los
evaluadores se le entregaron cinco sueros (tres positivos y dos negativos); ademas, se les
entregd el protocolo de trabajo para la realizacion de la prueba, observandose la

coincidencia o discrepancia de los resultados obtenidos por cada operador.

3.3.4.2.2.5. Sistemas serologicos de referencia
Para comparar los conjugados latex obtenidos e investigados en este trabajo de tesis, se

empled la metodologia comercial rapida Lepto Tek Dri Dot (lotes 010 y 011 de 2004

distribuidos por Organon Tecknika de Holanda) (Smits et al., 2000b) y el sistema
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seroldgico de referencia (MAT), segin lo descrito en el MOP de 2004, del LNRL del IPK.
La identificacion de los serogrupos de leptospiras (anexo 9), correspondientes a los casos

clinicos positivos, se realizo, utilizando las cepas descritas en la tabla 2.

3.3.4.2.2.6. Analisis estadistico

Fue confeccionada una base de datos en Microsoft Excel y los resultados se procesaron
mediante el paquete estadistico Epi Info version 5.0. Los sueros controles (positivos y
negativos) se utilizaron para medir el valor diagndstico de los conjugados de latex
autoctonos, con respecto al método de referencia de MAT, y sus resultados sirvieron para
calcular los porcentajes de la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo y
negativo, el indice de concordancia (validez), estimandose el intervalo de confianza (IC)
del 95 % y el valor de p < 0.05. Fue utilizado ademads, el método paramétrico de Mac-
Nemar para muestras independientes, con el objetivo de identificar diferencias
significativas entre los porcentajes de positividad de los conjugados de latex elaborados en

el IPK y el sistema de latex comercial Lepto Tek Dri Dot, estimandose el valor de p < 0.05.

3.3.4.3. Aplicacion del mejor sistema de aglutinacién con particulas de latex, al

pesquisaje rapido de la leptospirosis humana

3.3.4.3.1. Universo de trabajo y muestras

Se pesquisaron, por el latex-mezclado, 82 y 10 sueros obtenidos de casos sospechosos de
leptospirosis, asociados con otras dos situaciones epidémicas ocurridas, en las ciudades de
Guantanamo y Santiago de Cuba durante el afio 2005. Estos brotes se denominaron como
brotes tres y cuatro, respectivamente. Ademas, se investigaron 446 sueros de casos
sospechosos de leptospirosis (recibidos del hospital del IPK y de los CPHEM), los que se
enviaron al LNRL (IPK), como parte de la vigilancia y el servicio técnico especializado de

diagnostico, desde el afio 2005 y hasta finales de 2007.
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3.3.4.3.2. Método

La evaluacion del sistema latex-mezclado autdctono, se basd en la realizacion de una
prueba cualitativa de aglutinacion simple, un ensayo que fue capaz de detectar anticuerpos
especificos dirigidos hacia el mosaico antigénico de células completas del complejo L.

interrogans sensu lato.

El estuche estuvo integrado por tres reactivos:

Reactivo A: “latex-mezclado” (cantidad: 1 mL). Conservado a una temperatura entre 2 - 8°
C.

Reactivo B: control positivo (cantidad: 0,5 mL). Suero con un alto titulo de anticuerpos (>
160) contra leptospiras.

Reactivo C: control negativo (cantidad: 0,5 mL). Suero sin titulo de anticuerpos contra

leptospiras. Los reactivos B y C se conservaron a -20° C.

Para la realizacion de la prueba, se identifico cada suero problema, previa su inscripcion en
el libro de registro del LNR del IPK. Posteriormente, los reactivos A, B, C y los sueros de
los casos sospechosos, se dejaron a la temperatura del laboratorio (20-25° C). El frasco del
reactivo A y los reactivos B y C se homogenizaron individualmente, evitando en todo
momento la formacion de espuma. Se emplearon laminas portaobjetos de cristal limpias y
sin grasa, con ocho circulos grabados de 1,5 cm de diametro. Se depositoé una alicuota de 10
ul, de la muestra problema en un circulo de la lamina y el resto del suero se congel6 para
otros estudios. Posteriormente, se depositaron y en circulos independientes, 10 pL de los
reactivos B y C. A todas las alicuotas de sueros se les afiadido de forma individual, 10 pL
del reactivo A (latex-mezclado), se mezcld con un palillo de madera, en forma circular

durante un tiempo no menor de 3 min y se procedio a la lectura del resultado.

Se consider6 como una reaccion positiva cuando se observd una aglutinacion franca y
visible del conjugado de latex, el que formd grumos blancos sobre un fondo coloreado de
azul (figura 2). Mientras que, en la reaccion negativa no se visualizd la reaccion de

aglutinacion entre el suero y el conjugado latex (figura 3). En aquellos casos donde se
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mantenia la sospecha clinica de una leptospirosis y existi6 un resultado negativo, por el

“latex-mezclado”, se recomendo6 estudiar una segunda y tercera muestra de suero.

Fig. 2 Reaccion positiva Fig. 3 Reaccion negativa

por latex-mezclado por latex-mezclado

3.3.4.3.2. Sistema seroldgico de referencia

La confirmacion serologica de los casos pesquisados se realizd por la técnica de referencia
internacional (MAT), segin lo descrito en el MOP del LNRL, IPK de los afios 2005 y
2007. Para la identificacion de los serogrupos de leptospiras (anexo 9), correspondientes a

los casos clinicos positivos, se utilizaron las cepas descritas en la tabla 2.

Se realizaron tablas y se calcularon los porcentajes de positividad para los sistemas

empleados, con respecto a la técnica de referencia utilizada (MAT).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados y la discusion de este capitulo, se presentan en los acépites 4.1, 4.2, 4.3,y

44.

4.1 Evaluacion y aplicacién de los sistemas seroldgicos rapidos, para el pesquisaje de
la leptospirosis humana en Cuba

En la tabla 3, se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion de los cuatro sistemas
serologicos rapidos aplicados en esta investigacion, para la pesquisa de la leptospirosis,
utilizando los casos controles. Obsérvese que LEPTO Dipstick presentd los porcentajes de

sensibilidad (92,86%), especificidad (90%) y concordancia (91,18%) mas elevados. Los

valores de Lepto Tek Lateral Flow fueron: 88,89; 85,5 y 86,84%, respectivamente y para el

sistema SD Leptospira IgM/IgG se detectaron porcentajes mas bajos de sensibilidad

(89,29%), de especificidad (86,67%) y concordancia (87,93%). Cifras algo inferiores se

observaron con Lepto Tek Dri Dot (85,71; 80 y 82,35%, respectivamente). Todos los

sistemas serologicos evaluados mostraron porcentajes superiores del valor predictivo

negativo con respecto al positivo.

El valor diagnostico mas fiable lo mostr6 el sistema LEPTO Dipstick (LR+=9,29 y LR-
= 0,08), siguiéndole la técnica SD Leptospira [gM/IgG (LR+ = 6,70 y LR-=0,12). Por su

parte, los sistemas Lepto Tek Lateral Flow y Lepto Tek Dri Dot mostraron ser semejantes
en cuanto a este criterio (LR+ = 593 y LR- = 0,13; LR+ = 429 y LR- = 0,18,

respectivamente).
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Tabla 3. Evaluacion de los sistemas seroldgicos rapidos utilizando sueros de los casos

controles, para la pesquisa de leptospirosis humana

Sistemas
Parametros : =
LEPTO Lepto Tek SD Leptospira  Lepto Tek Dri
Dipstick Lateral Flow 1IgM/1gG Dot
Sensibilidad % 92,86 88,89 89,29 85,71
(n +/ n total +) (13/14) (16/18) (25/28) (12/14)
IC 75,80 100,00 71,59 100,00 76,04 100,00 63,81 100,00
VPP + % 86,67 84,21 86,21 75
(n +/total + por el sistema (13/15) (16/19) (25/29) (12/16)
evaluado)
IC 66,13 100,00 65,18 100,00 71,93 100,00 50,66 99,34
Especificidad % 90 85,5 86,67 80
(n -/ n total -) (18/20) (17/20) (27/30) (16/20)
IC 74,35 100,00 66,85 100,00 72,84 100,00 59,97 100,00
VPN - % 94,74 89,47 89,66 88,89
(n -/total - por el sistema (18/19) (17/19) (26/29) (16/18)
evaluado)
IC 82,06 100,00 73,04 100,00 76,85 100,00 71,59 100,00
Concordancia % 91,18 86,84 87,93 82,35
(ty-/n total) (31/34) (33/38) (51/58) (28/34)
IC 80,17 100,00 74,78 98,91 78,69 97,18 68,07 96,64
indice de Kappa 0,83 0,74 0,76 0,66
IC 0,64 1,02 0,53 0,95 0,59 0,93 0,40 0,91
LR+ 9,29 5,93 6,70 4,29
IC 2,47 34,86 2,06 17,04 2,67 16,83 1,74 10,56
LR - 0,08 0,13 0,12 0,18
IC 0,01 0,53 0,03 0,49 0,04 0,36 0,05 0,66

MAT: microaglutinacion con antigenos vivos y técnica de referencia utilizada (identifica los serogrupos);
n: casos; +: positivos; -: negativos; %: porcentaje; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo
negativo; LR+: razoén de verosimilitud positiva; LR-: razén de verosimilitud negativa; IC: intervalo de
confianza del 95% para una p < 0,05

Desde el afio 1997, Gussenhoven et al., describen al método LEPTO Dipstick como uno de

los sistemas diagnosticos mas Tutiles para el pesquisaje de la leptospirosis. Otros
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investigadores como Sehgal et al., en la Republica de la India, se refieren también a las
ventajas técnicas que ofrece este sistema para el diagndstico rapido, propiedades
inalcanzables por otros importantes métodos seroldgicos convencionales (ELISA-IgM y

MAT) (Gussenhoven et al., 1997; Sehgal et al., 1999a).

En el estudio realizado por Gussenhoven et al., se describe a LEPTO Dipstick como un

método que proporciona una sensibilidad y especificidad entre 86,8 a 92,7%,
respectivamente, cuando se le compara con la técnica de ELISA-IgM. La concordancia
entre ambos métodos fue de 88,7% (Gussenhoven et al., 1997). Mientras que, para Sehgal et
al., LEPTO Dipstick muestra valores de 78,7% (sensibilidad), 88,3% (especificidad) y 78%
(concordancia) inferiores (Sehgal et al., 1999a). Con el empleo de LEPTO Dipstick en esta

tesis, los resultados obtenidos tuvieron valores superiores de sensibilidad (92,86%) y
concordancia (91,18%), cuando se utilizaron los casos controles. La especificidad de esta
técnica (90%) mostrd un valor inferior al descrito por Gussenhoven et al., (92,7%) y
superior al sefialado por Sehgal et al. (88,3%) (Gussenhoven et al., 1997; Sehgal et al.,
1999a).

Existen dos evaluaciones multicéntricas que demuestran la utilidad del LEPTO Dipstick

para el pesquisaje de la leptospirosis. La primera involucra 2 665 sueros obtenidos en 2 057
pacientes sospechosos de leptospirosis procedentes de 12 paises (regiones con variados

grados de endemicidad y diferentes sistemas de vigilancia). Entre 485 casos con aislamiento

y serologia positiva por la técnica de MAT, LEPTO Dipstick identifico 87,4% de sueros
positivos, con una especificidad de 92,7% (Smits et al., 1999). La concordancia entre el
sistema rapido y la técnica de MAT es de 93,2%. En cuanto al porcentaje de sensibilidad
obtenido en esta tesis, se constatd que el valor obtenido en los casos controles, fue superior
al notificado por Smits et al (1999). Mientras que, la especificidad y la concordancia
mostraron resultados inferiores a los descritos por ese autor. En la tesis, se aplicaron los
criterios normados por la OMS y las recomendaciones de Faine et al (2003) para definir los
casos controles positivos. Al respecto, se utilizaron las técnicas tradicionales reconocidas en
el ambito internacional, métodos que establecen de forma estricta los parametros a seguir

para definir un caso positivo de leptospirosis (anexos 7 y 8).
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La segunda evaluacion internacional del LEPTO Dipstick se realiza en el afio 2000, en un

trabajo que involucr6 a 27 laboratorios de 23 paises y estudid 873 sueros obtenidos de 711
pacientes, divididos en: 329 casos de leptospirosis confirmados (por aislamiento y
serologia), asi como a 239 no confirmados (Smits et al., 2000a). El estudio incluy6 también
69 pacientes con fiebre hemorragica de etiologia viral. La sensibilidad del sistema rapido
fue de 84,5% en los sueros colectados antes del 10™ dia posterior a la aparicion de los
primeros sintomas y de 92,1% en los obtenidos después del 10™ y hasta el 30™ dia. Por su
parte, la especificidad presentdé un comportamiento similar, incrementando su valor desde
87,5 a 94,4%, en ambos grupos de muestras. La concordancia entre el sistema rapido y la
técnica de referencia (MAT) del estudio de Stmis fue de 84%. Los resultados de la
sensibilidad y concordancia obtenidos en esta tesis fueron similares o superiores a los
descritos por Smits et al (2000a). Mientras que, el porcentaje correspondiente a la

especificidad fue inferior (90%) a la notificada por ese autor (94,4%).

Bafani et al., combinan el ensayo LEPTO Dipstick con las técnicas de HAT, el ELISA-IgM

y el Dot-ELISA-Dipstick, observando que la sensibilidad de estos sistemas muestra valores
de 83,6, 67,2, 75 y 93,5%, respectivamente. En general, este parametro es mayor en las
muestras de suero obtenidas después del 10™ dia del inicio de los sintomas, coincidiendo
asi, con los resultados de esta tesis. No se pudieron comparar los resultados de la
especificidad y concordancia con los de Bafani et al., ya que los mismos no aparecen

descritos en su investigacion (Bafani et al., 2003).

En el afio 2006 realizan en la India, una investigacion que analiza al ensayo LEPTO
Dipstick como un método rapido para el pesquisaje de la leptospirosis humana. En ese
trabajo, detectan una sensibilidad y especificidad de 78,5 y 88,3%, respectivamente
(Vijayachari y Sehgal, 2006). En ambos parametros, los resultados de esta tesis superaron
los valores publicados por los investigadores del Consejo Indio de Investigaciones Médicas
(ICMR). Cifras inferiores de sensibilidad (82%) y especificidad (88%) se describen

también en Tailandia cuando evaluan al ensayo LEPTO Dipstick para el pesquisaje de la

leptospirosis y el dengue (Cohen et al., 2007).
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La sensibilidad del Lepto Tek Lateral Flow en este trabajo de tesis, superd los valores
descritos por Smits et al. (85,8%), Sehgal et al. (86%) y Vijayachari y Sehgal (82,6%)
(Smits et al., 2001a, Sehgal et al., 2003; Vijayachari y Sehgal, 2006). Sin embargo, la

especificidad fue inferior a la observada por Smits et al. (93,8%), Eapen et al. (93,6%),
Vijayachari y Sehgal (95,2%) y Goris et al. (93%) (Smits et al., 2001a, Eapen et al., 2002;
Vijayachari y Sehgal, 2006; Goris et al., 2009). El indice de concordancia coincide con
Sehgal et al. (86%), aunque fueron inferiores a los valores definidos por Smits et al.

(91,9%) y Eapen et al. (94,3%) (Smits et al., 2001a. Eapen et al., 2002 Sehgal et al., 2003).

No se encontrd en la literatura revisada, alguna publicacion que mostrara resultados sobre

evaluaciones del método SD Leptospira IgM-IgG para el pesquisaje rapido de la

leptospirosis, quizas, por ser el mismo, el sistema de diagnéstico més moderno y el menos
divulgado entre todos. Se conoce, que ademds de Cuba, otros paises centroamericanos
(Honduras, Guatemala y Republica Dominicana) lo incorporan en la red de laboratorios de

salud publica.

Lepto Tek Dri Dot es el sistema comercial mas conocido en nuestro medio y esta disefiado

para la pesquisa rapida de leptospirosis humana en las muestras de sueros (Smits et al.,
2001b). Los porcentajes de sensibilidad (85,71%) y especificidad (80%) obtenidos en esta
investigacion fueron similares a los descritos por Vijayachari et al. (85,5 y 80%,
respectivamente), Hull-Jackson et al. (88 y 81%, respectivamente) y Cohen et al. (81,5 y
81%, respectivamente). Aunque, el porcentaje de la sensibilidad (85,71%) de nuestra tesis,
fue inferior al notificado por Dohe et al. (96,6%) y Goris et al. (98%). Cuando se comparo,

el indice de concordancia alcanzado por Lepto Tek Dri Dot en la tesis, tomando en

consideracion los resultados de otros autores, este parametro fue también inferior al
sefialado en dos trabajos de Smits et al. (2000 = 89,4% y 2001 = 92,6%) y Vijayachari et al.
(89,5%), pero superaron a los resultados publicados por Dohe et al. (78%) (Smits et al.,
2000b; Smits et al., 2001b; Vijayachari et al., 2002, Hull-Jackson et al., 2006; Cohen et al.,
2007; Dohe et al., 2009; Goris et al., 2009).
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El porcentaje de reacciones cruzadas descritas para estos sistemas serologicos rapidos suele
ser bajo. Los trabajos revisados, identifican la presencia de reacciones cruzadas en los
sueros obtenidos de algunos pacientes con sifilis, hepatitis B, HIV, asi como en individuos
con hantavirosis y la enfermedad de Lyme. Estos hallazgos se describen en estudios
realizados en poblaciones de diferentes regiones geograficas (Gussenhoven et al., 1997;
Smits et al., 1999, 2000a, Sehgal et al., 2003). En sentido general, el numero de casos
controles negativos utilizados en esta tesis, fue inferior a los encontrados en la literatura
cientifica internacional. Los pacientes cubanos tenian patologias confirmadas por técnicas
de referencia, las que identifican otros agentes etiologicos (el virus del dengue, de la
hepatitis, algunas enterovirosis y al agente etiologico de la sifilis). Todo caso que muestre
un resultado positivo, por los sistemas serologicos rapidos disefiados para la pesquisa rapida
de leptospirosis, tiene que ser confirmado por la técnica de referencia internacional
establecida por la OMS y la ILS para el diagndstico de la leptospirosis humana. Las
reacciones cruzadas detectadas en esta pequefia poblacion de casos negativos cubanos, no
indicd un resultado significativo que sirviera para realizar estimaciones reales, tal como se

refiere en los trabajos referenciados.

Los valores predictivos positivos (VPP) y negativos (VPN) que se observaron en los
sistemas serologicos rapidos evaluados en esta tesis, exceptuando el VPP de 75% descrito

para el Lepto Tek Dri Dot, superaron el 80%. Se constatd correlacion entre éstos y los

porcentajes de sensibilidad y especificidad obtenidos para cada técnica. Hallazgos similares
se describen en la literatura consultada (Smits et al., 2000a y b; Smits et al., 2001b;
Vijayachari et al., 2002, Hull-Jackson et al., 2006; Cohen et al., 2007; Dohe et al., 2009;
Goris et al., 2009).

Se constatd la fiabilidad diagnostica de los cuatro sistemas serologicos comerciales usados

para la pesquisa de leptospirosis humana, destacandose en particular el LEPTO Dipstick y el

SD Leptospira [gM-IgG, segiin muestran los resultados de la tabla 3 y existi6 un sustancial

grado de acuerdo o reproducibilidad (indice de Kappa en el rango desde 0,61 y hasta 0,80)
para todos los sistemas rapidos, siendo casi perfecto para el LEPTO Dipstick (0,83).
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En la tabla 4 se presentan los resultados del pesquisaje de anticuerpos contra las leptospiras
en los casos clinicos (grupo III), mediante la utilizacion de los sistemas seroldgicos rapidos.

Obsérvese que los ensayos LEPTO Dipstick y Lepto Tek Lateral Flow mostraron valores

de positividad iguales o superiores al 93,62%. Mientras que, con el sistema SD Leptospira
IgM/IgG y Lepto Tek Dri Dot, los porcentajes estuvieron comprendidos entre 82,36 y

87,50%, respectivamente. La sensibilidad de los sistemas LEPTO Dipstick y Lepto Tek

Lateral Flow, fue mayor que la correspondiente a la que se obtuvo con SD Leptospira
IgM/IgG y Lepto Tek Dri Dot.

Tabla 4. Porcentajes de positividad identificados por los sistemas seroldgicos rapidos

en los sueros de los casos sospechosos de leptospirosis

Sistemas
LEPTO Lepto Tek SD Leptospira Lepto Tek Dri
Dipstick Lateral Flow IgM/1gG Dot
Positividad % 95 93,62 82,36 87,50
(n+/ n total) (38/40) (44/47) (28/34) (35/40)

MAT: microaglutinacién con antigenos vivos y técnica de referencia utilizada (identifica los serogrupos);
n: casos; +: positivos; %: porcentaje

Entre los casos clinicos incluidos en este trabajo, no hubo aislamientos de leptospiras, ni se
les extrajo (a la mayoria de los individuos) un segundo suero. Estos pacientes tuvieron una
evolucion clinica promedio entre 6 a 7 dias, después de iniciados los primeros sintomas y
signos de la enfermedad y todos cumplieron con la condicion, de que las muestras (sueros)
se extrajeran durante el estadio critico de la infeccion, lo que permitio detectar, por los

diferentes sistemas ensayados en la tesis, la presencia de IgM especificas contra leptospiras.

La tabla 5 muestra los serogrupos de leptospiras identificados por los diferentes sistemas
rapidos utilizados en los casos clinicos positivos. Obsérvese que, a pesar de no haber
pesquisado por cada sistema el mismo niimero de casos, los porcentajes pertenecientes a los
serogrupos Canicola, Pomona e Icterohaemorrhagiae predominaron en los resultados

obtenidos con LEPTO Dipstick y Lepto Tek Lateral Flow. El serogrupo no patdogeno
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Semaranga, mostré un mayor porcentaje (82,15%) en los casos positivos por SD Leptospira
IgM/IgG. De igual forma, predomin6 el serogrupo Sejroe (57,15%) en los pacientes

positivos por el ensayo Lepto Tek Dri Dot.

Tabla 5. Serogrupos de leptospiras identificados por la técnica de MAT en los casos

clinicos de leptospirosis diagnosticados por los sistemas rapidos

Serogrupo
Sistemas
(cepa, serogrupo, serovar de la & Po | S Se
especie utilizada) Positividad %
(nt/ n total)
LEPTO DipStick
(Patoc I, Semaranga, Patoc de 42,11 39,48 18,43 Nt
Leptospira biflexa) (16/38)  (15/38) (7/38)
Lepto Tek Lateral Flow
(Patoc I, Semaranga, Patoc de 36,37 54,55 9,09 i Nt
Leptospira biflexa) (16/44)  (24/44)  (4/44)
SD Leptospira IlgM/19G
(Patoc I, Semaranga, Patoc de 2 - (157/,2886) i (gg}ég)
Leptospira biflexa)
Lepto Tek Dri Dot
(Lely 607, Sejroe, Hardjo de 28,58 ) 14,29 SIS
(10/35) (5/35) (20/35)

L. interrogans)

MAT: microaglutinaciéon con antigenos vivos y técnica de referencia utilizada (identifica los serogrupos); n:
casos; %: porcentaje; +: positivo; -: ninguno; Nr: no realizada; C: Canicola; Po: Pomona; I:
Icterohaemorrhagiae; Se: Semaranga

En las evaluaciones de los sistemas Lepto Tek Lateral Flow y Lepto Tek Dri Dot realizadas

por Smits et al., se identificaron los serogrupos de leptospiras presentes en los pacientes
positivos. En estos trabajos y con respecto al primer sistema, se identifican como
predominantes a los siguientes serogrupos: Australis, Bataviae, Canicola, Celledoni,
Cynopteri, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Pomona, Sejroe, Shermani,
Tarassovi y el segundo se detectan: Australis, Bataviae, Canicola, Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Javanica, Shermani, Grippotyphosa, y Tarassovi, estos resultados
mostraron la amplia reactividad existente en los sistemas seroldgicos analizados (Smits et

al., 2001a y 2001b).
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Se sabe que los sistemas LEPTO Dipstick, Lepto Tek Lateral Flow y SD Leptospira

IgM/IgG, estan integrados por la cepa no patégena Patoc I, del serogrupo Semaranga,

serovar Patoc, mientras que el Lepto Tek Dri Dot, estd constituido por la cepa Lely del

serogrupo Sejroe, serovar Hardjo. Basandonos en los resultados de esta tesis, se debe

destacar el alto porcentaje de casos clinicos positivos por SD Leptospira IgM-1gG y Lepto

Tek Dri Dot identificados por la técnica de MAT frente a las cepas Patoc I (80%), del
serogrupo Semaranga, serovar Patoc y Lely (50%) del serogrupo Sejroe, serovar Hardjo,
respectivamente, lo que muestra la amplia reactividad de estos sistemas en las muestras

obtenidas de los pacientes cubanos.

4.2. ldentificacion de la infeccion por leptospiras en los casos asociados con dos brotes

epidémicos ocurridos en Cuba

Brote 1
La organizacion de un grupo multidisciplinario, por parte de las autoridades del MINSAP,
es la primera medida que se utiliza para confirmar la existencia de un brote de leptospirosis

humana en la Ciudad de Santa Clara, provincia de Villa Clara.

La tabla 6 muestra los resultados obtenidos en el estudio microbioldgico de los casos
asociados con el brote 1. En los pacientes que se hospitalizaron, se confirmaron por la
técnica de HAT y la de referencia (MAT), 9 de los 13 casos investigados (69,23%).
Prevalecio el serogrupo Canicola (38,47%), seguido por Pomona e Icterohaemorrhagiae,
ambos con el mismo porcentaje (15,39%). Mientras que, por cultivo, el serogrupo Ballum

se confirmo en el 40% (2/5) de los casos.
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Tabla 6. Resultados obtenidos por las técnicas serologicas y el cultivo de las muestras

de los casos hospitalizados, con sospecha de leptospirosis, correspondientes al brote 1

Serogrupos
Casos Sistemas B C Po I
(n)
Positividad %
(n +/ n total)
. 40
Cultivo 2/5) - - -
Hospitalizados
MAT i 38,47* 15,39 15,39
(13) (5/13) (2/13) (2/13)
69,23
HAT (9/13)

HAT: hemoaglutinacion indirecta; MAT: microaglutinacion con antigenos vivos y técnica de referencia
utilizada (identifica los serogrupos); n: casos; %: porcentaje; -: ninguno; *: incluye a los dos fallecidos; B:
Ballum; C: Canicola; Po: Pomona; I: Icterohaemorrhagiae

La cantidad de pacientes ambulatorios sospechosos de leptospirosis superd a la encontrada
con respecto a los hospitalizados. La MAT no se utilizd para confirmar los casos
ambulatorios. En este sentido el 5,45% (11/202) de los casos que recibieron los servicios
ambulatorios, se confirmaron por la técnica de HAT, mostrando la mayoria titulos elevados

(>160), incluyendo a los dos pacientes fallecidos.

De manera general, dentro de los individuos hospitalizados y aquellos con un tratamiento
ambulatorio, asociados con el brote 1, se detectd que, por las técnicas seroldgicas se
confirmaron como casos positivos de leptospirosis un 9,31% (20/215). Mientras que, por el
cultivo se identifico al serogrupo Ballum en 40% de los pacientes hospitalizados. Tres

cultivos (60%) no se lograron aislar, a pesar de los multiples esfuerzos realizados.

El 12,5% (2/16) de las muestras de orina estudiadas entre los casos ambulatorios fueron
positivas por el método rapido de la RCP, utilizando los cebadores de Hookey et al. (1992)
y la hibridacion de los &cidos nucléicos (Hookey, 1992 y Johansson, 1996). Entre estos

pacientes, cinco (31,25%) se confirmaron por técnicas serologicas (MAT o HAT).
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Los procedimientos técnicos realizados en la tesis, para la liberacion del ADN gendmico
tanto por la RCP como por la hibridacion de los 4cidos nucléicos, fueron sencillos y
practicos (Hookey, 1992 y Johansson, 1996). Particularmente, la sonda Lin-2, constituye
una secuencia no descrita en la literatura hasta este momento, para diferenciar las cepas de
leptospiras patdgenas de las no patogenas. Esta sonda se disefia en el Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia (CIGB) de Cuba y demuestra su alta especificidad en los estudios
para diferenciar las cepas de Micoplasma gallisepticum y Micoplasma synoviae (Fernandez
etal., 1993).

En los resultados de esta investigacion, la RCP mostr6 una baja sensibilidad (2/5), cuando
se estudiaron las muestras de orina de los pacientes ambulatorios confirmados con
leptospirosis. Este comportamiento pudo estar influenciado por algunos factores, en primer
lugar, la orina no esta recomendada como una muestra ideal para el cultivo y el aislamiento
de leptospiras en los casos que cursan con una fase clinica de leptospirurica ¢ inmune
(Faine et al., 2003). No obstante, en la literatura revisada, existe un trabajo que valida el
uso de esta muestra en la RCP, para el diagnostico temprano (fase de leptospiremia) de la
leptospirosis humana (Levett, 2001). En segunda instancia, la orina como producto
patologico, debe trasladarse de forma inmediata al laboratorio para utilizarse en cualquiera
de los métodos de diagnostico. En el caso de las muestras de orina investigadas en esta
tesis, para poder hacer su procesamiento técnico se transportaron desde la Ciudad de Santa
Clara, ubicada en el centro del pais, hasta el LNRL. Sin embargo, a pesar de que se
cumplimentaron las precauciones requeridas, la orina puede poseer inhibidores que lisan
con facilidad a las leptospiras, ademas existen enzimas (nucleasas) que actiian directamente
sobre al ADN genomico de la bacteria y son capaces de desnaturalizarlo (Levett, 2001). Por
ultimo, debe considerarse que el tratamiento con dosis elevadas de antimicrobianos durante
la fase de leptospiremia, reduce la multiplicacion celular en la sangre y hace mas dificil la
eliminacion, por la orina, de las células de leptospiras intactas o algunos de sus productos
(Faine et al., 2003; Levett, 2001). Los pacientes relacionados con la situacion epidémica de
Villa Clara, se trataron con antibidticos especificos para leptospiras. Todos estos elementos
pudieron incidir en la baja positividad detectada por la RCP que se realizo en este trabajo

de tesis.
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La demostracion directa o indirecta de las leptospiras en los casos confirmados, permitié la
ejecucion de un plan emergente por parte de las autoridades del MINSAP, este organismo
establecio medidas para mejorar las condiciones higiénico - sanitarias de la poblacion, asi
como para establecer estrategias dirigidas a la prevencion y el control de la leptospirosis en

el territorio de Villa Clara.

Brote 2

El primer resultado de esta investigacion se relaciono6 con la activacion del LNRL del IPK,
como una unidad rectora de la vigilancia microbioldgica sobre la leptospirosis humana en
Cuba, unidad que se vinculé6 muy de cerca, con las areas asistenciales y epidemioldgicas,
asi como con las diversas instituciones nacionales, para dar respuesta de la confirmacion

microbiologica de los casos involucrados en esta situacion epidemiologica.

La tabla 7 muestra la positividad que se obtuvo con los sistemas serologicos ensayados para
la identificacion de los casos asociados con el brote 2. Obsérvese, como a pesar de no haber

estudiado el mismo numero de casos por los cuatro sistemas, LEPTO Dipstick detecto el

mayor porcentaje de muestras positivas.

Tabla 7. Resultados positivos obtenidos por las técnicas serologicas en los casos con

sospecha de leptospirosis, correspondientes al brote 2

Casos estudiados

Sistemas Positivos Reactivos
Total n % N %
LeptoTek Dri Dot 118 39 33,05 -
LEPTO Dipstick 83 35 42,16 -
HAT 264 18 6,81 16 6,06
MAT 140 23 16,42 14 10

MAT: microaglutinacioén con antigenos vivos y técnica de referencia utilizada (identifica los serogrupos);
HAT: hemoaglutinacion indirecta; n: casos; %: porcentaje; -: ninguno
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El indice de concordancia entre los sistemas rapidos (LEPTO Dipstick y Lepto Tek Dri
Dot) y la técnica de referencia utilizada (MAT) fue de 81% (67/83) y 85% (100/118),

respectivamente. Mientras que, el indice de concordancia entre los mismos sistemas rapidos
y la técnica tradicional (HAT) fue de 75% (62/83) para LEPTO Dipstick y 79% (93/118)
para Lepto Tek Dri Dot (figura 4).

81% 85%
(67 83) 100/118
2 MAT
e
s
(=]
2 75% 79%
p (62/83) (93/118) Dipstick
]
§ B DriDot
2 HAT
wv
0 50 100 150 200

Porcentaje de positividad

Figura 4. Correspondencia entre los resultados obtenidos por los sistemas rapidos
(LEPTO Dipstick y Lepto Tek Dri Dot) y las técnicas de MAT y HAT

Existio correspondencia entre un titulo elevado obtenido por MAT (>640) y por HAT (>80)
y el hallazgo de la mayoria de los casos positivos por LEPTO Dipstick y Lepto Tek Dri
Dot (tabla 8).
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Tabla 8. Relacion entre el titulo seroldgico detectado y la positividad obtenida por los
sistemas rapidos en los casos de leptospirosis del brote 2

Titulos

Sistemas MAT HAT
(n=37) (n=34)
20 40 80 160 320 >640 10 20 40 80 160 320 >640

Lepto TekDriDot(+) 8 2 4 7 7 9 4 4 7 8 4 4 3

LEPTO Dipstick (+) 3 2 3 7 6 8 5 2 6 8 4 4 2

MAT: microaglutinacion con antigenos vivos y técnica de referencia utilizada (identifica los serogrupos);
HAT: hemoaglutinacién indirecta; n: casos; +: positivo

La aplicacion de los métodos serologicos (rapidos y tradicionales) permitié confirmar el
12,5% (33/264) de los casos asociados con el brote 2. Mientras que, por cultivo se

diagnostico el 20% de los pacientes.

Los serogrupos de leptospiras identificados en los 33 casos confirmados por la técnica de

MAT (positivos por LEPTO Dipstick y Lepto Tek Dri Dot) y los cuatro pacientes

ratificados por el cultivo, se muestran en la tabla 9. El serogrupo Ballum predomin6 en
50% (2/4) de las muestras cultivadas; mientras que, por las técnicas seroldgicas fueron los
serogrupos Canicola (51,52%) y Sejroe (27,28%) los méas frecuentes. No obstante, ellos se
identificaron también por cultivo, aunque con porcentajes inferiores (25%). Ademas, por la
técnica de MAT, se observaron resultados positivos a los serogrupos Pomona (6,06%),
Icterohaemorrhagiae y Pyrogenes, estos dos ultimos con el mismo valor de identificacion

(3,03%).
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Tabla 9. Serogrupos identificados por el cultivo y las técnicas seroldgicas en los casos
de leptospirosis confirmados, correspondientes al brote 2

Serogrupo
: B S C Po I P
Sistemas
Positividad %
(n +/total +)
50 25 25
Cultivo - - -
(2/4) (1/4) (1/4)
9,09 27,28 51,52 6,06 3,03 3,03
MAT

(3/33)  (9/33)  (17/33)  (2/33)  (1/33)  (1/33)

MAT: microaglutinacion con antigenos vivos y técnica de referencia utilizada (identifica los serogrupos);
n: casos; %: porcentaje; +: positivo; -: ninguno; B: Ballum; S: Sejroe; C: Canicola; Po: Pomona; I:
Icterohaemorrhagiae; P: Pyrogenes

La patogenia de la leptospirosis es poco comprendida y los hallazgos cientificos existentes
hasta la fecha, s6lo han podido liderar el desarrollo de algunas estrategias eficaces dirigidas

a la prevencion y el control de esta entidad clinica (Bolin, 2000; Levett, 2001).

Para los paises pobres, la leptospirosis constituye una patologia que ocasiona dafios graves
en los humanos y provoca también pérdidas significativas en la esfera socioeconémica. Esta
incomprension, requiere de la cooperacion y los esfuerzos para prevenir el aumento de la
incidencia de la enfermedad, asi como, profundizar en el conocimiento de su agente

etiologico (Ginebra, 2001; Levett, 2001; Barochi et al., 2001).

Pocas veces, los métodos tradicionales utilizados en el laboratorio para la caracterizacion de
los brotes epidémicos de leptospirosis, permiten identificar directamente las leptospiras a
partir de las muestras clinicas, a no ser que se logre su aislamiento o identificacion (Sehgal
et al., 2002b). El éxito del aislamiento es bajo cuando se le compara con la respuesta
obtenida mediante los métodos serologicos. El tiempo que se consume en el aislamiento, la
identificacion y la clasificacion es mayor. Por otro lado, la RCP constituye un método

laborioso, costoso y que requiere de un equipamiento sofisticado. El éxito de esta tecnologia
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dependerd, sobre todo, del tipo de muestra utilizada en el ensayo y de su vinculacion con el
momento de la fase clinica por la que transita el paciente sospechoso. Mientras que, los
métodos serologicos, por su rapidez y factibilidad, mantienen su vigencia en la
caracterizacion de estos eventos epidemioldgicos (Sehgal et al., 2002b; Sharma et al.,

2003).

La confirmacion de los casos correspondientes a los dos brotes ocurridos en Cuba y
descritos en esta investigacion, se realizd principalmente por pruebas serologicas,
incluyendo los sistemas rapidos. La técnica de MAT brindd una informacion ttil sobre la
presunta etiologia responsable de la infeccion en los casos graves y del fallecimiento de los
dos pacientes del brote 1. Por su parte, el cultivo, también brindé una informacion valiosa
para la confirmacion de ambas situaciones epidémicas y permitio identificar las cepas que
infectaron a los pacientes y que circulaban en las regiones estudiadas. En estos estudios no

existieron lamentablemente, casos positivos coincidentes por serologia y por cultivo.

La respuesta diagndstica ofrecida por los sistemas rapidos fue significativa y posibilitdé una
orientacion oportuna y la toma adecuada de decisiones terapéuticas. Los serogrupos de
leptospiras identificados en los casos positivos, coincidieron con los descritos por otros

autores (Sehgal et al., 1999a y 1999b, 2000 y 2002b; Sharma et al., 2003).

La positividad detectada en las pruebas serologicas realizadas a los casos de los brotes
epidémicos 1 (9,3%) y 2 (12,5%), coincidio con la descrita por Sehgal et al. y Sharma et al.
en la India (9,1%, respectivamente) (Sehgal et al., 1999a y 1999b, 2000 y 2002b; Sharma et
al., 2003).

Una comunicacion cientifica realizada en la India describe el estudio de un brote epidémico
de leptospirosis ocurrido en las tribus indigenas de las islas Adaman y Nicobar, region con
un alto nivel de exposicion al medio ambiente contaminado con leptospiras. Ese estudio, en
particular, investiga la seroprevalencia de leptospirosis por la técnica de MAT en 1 557
sueros. El articulo puntualiza que, en las técnicas seroldgicas observan 19,1% de

positividad. Las tasas de seroprevalencia se relacionan con la edad, alcanzando su pico
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maximo en los individuos con edades comprendidas entre 21 a 40 afios y con un predominio
del sexo masculino. Mientras que, al realizar la seroagrupacion, sefialan como prevalentes a
los serogrupos Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae, Pomona y Canicola (Sehgal et al.,
1999b). En esta tesis los valores detectados en los ensayos serologicos fueron inferiores al
descrito por Sehgal et al. (Sehgal et al., 1999b). En este sentido se observd, que los

resultados se correspondieron con los descritos en la India (Sehgal et al., 1999b).

Otro estudio clinico y epidemioldgico realizado en la ciudad de Port Blair, capital
administrativa de Adaman, la India, sefala en 80 casos hospitalizados, con una sospecha
clinica de leptospirosis, 73% de positividad (58/80) mediante las técnicas de MAT y IgM-
ELISA. Aunque, el estudio refiere también la realizacion del cultivo, no obtienen
aislamientos de leptospiras. Este evento permite mejorar el conocimiento clinico-patologico,
asi como las anomalias bioquimicas y la importancia del pronodstico de la leptospirosis
humana en esa region (Singh et al., 1999). Al comparar nuestros resultados con los descritos
por esos autores, se constatd que ellos describen una positividad mayor en ambas pruebas

seroldgicas.

En otro brote de leptospirosis ocurrido en una escuela primaria, se detecta 23,6% de
positividad con los métodos seroldgicos utilizados. Sobre todo, entre los casos con sueros
negativos, alumnos donde la prevalencia de leptospiras muestra un valor de 33,5%, cifra
superior a la revelada en los casos positivos (Vijayachary et al., 2004). La positividad

seroldgica que se identifico en este trabajo de tesis fue inferior.

En Orissa, estado situado al este de la Republica de la India, ocurre un brote epidémico de
leptospirosis humana después de sufrir un ciclon devastador que afecta a cuatro importantes
ciudades de esa region. La situacion epidémica existente conduce al estudio de 142
personas, entre las cuales, 80 se vinculan con diferentes actividades agricolas después de
finalizar la catdstrofe atmosférica. En el estudio se utilizan las técnicas de MAT, IgM-

ELISA y LEPTO Dipstick, con el objetivo de detectar anticuerpos IgM. Entre las 80

personas vinculadas con las actividades agricolas, 20 (25%) se confirman como

leptospirosis por técnicas serologicas. Mientras que, en los casos sin fiebre, dos muestran las
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pruebas serologicas positivas (Jena et al., 2004). El serovar Lai constituye el principal
agente causal de las complicaciones hemorragicas pulmonares y respiratorias presentes en
nueve de los 14 fallecidos por leptospirosis, una situacion similar ocurre en Nicaragua en el
afio 1995. La positividad serologica detectada en este trabajo de tesis fue inferior a la
descrita en los dos estudios anteriores (Zaki et al., 1996; Lee et al., 2000; Jena et al., 2004;
Hu et al., 2009; Goarant et al., 2009).

En la literatura se describen también otros métodos de diagnodstico rapido para la
confirmacién de brotes epidémicos de leptospirosis. Uno de ellos, la prueba de aglutinacion
de la microcapsula (MCAT), se evalia y compara con el ensayo de MAT, en 180 sueros
obtenidos de 120 pacientes sospechosos de leptospirosis, casos relacionados también con un
brote epidémico. La aplicacion del ensayo de MCAT en ese brote, muestra una sensibilidad
general de 84,7% y una especificidad de 87%. Este resultado sugiere la utilidad de la técnica
en el pesquisaje temprano de la leptospirosis, recomendandose para situaciones similares,
por la sencillez de su ejecucidon y por no requerir de un personal técnico experimentado ni
un equipamiento sofisticado (Sehgal et al., 1997). Al no estar incluida la MCAT entre las
técnicas diagnodsticas que se utilizaron en este trabajo de tesis, no se pudo comparar este

aspecto con los descritos por Sehgal et al (1997).

En los dos brotes de leptospirosis estudiados y ocurridos en Cuba, el serogrupo Ballum
obtuvo el mayor porcentaje de identificacion, tanto por las pruebas seroldgicas como por el
cultivo. A partir de ese momento, su predominio sugirié que se debia extremar la vigilancia

activa del laboratorio sobre el mismo y sobre el resto de las cepas patdgenas de leptospiras.

4.3. Verificacion de la existencia de casos de leptospirosis humana en una provincia
seleccionada para aplicar la vacuna vax-SPIRAL® y relacionar en éstos, los

serogrupos de leptospiras circulantes

En la tabla 10 se reflejan los serogrupos de leptospiras identificados en los casos positivos
de la provincia de Villa Clara, region seleccionada para inmunizar con vaxSPIRAL®. El

analisis de los resultados mostr6 que el sistema LEPTO Dipstick, aplicado para la pesquisa
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de leptospirosis en 10 casos sospechosos, fue el método que proporciond el mayor
porcentaje de positividad (90%) y le siguieron en orden de frecuencia, los obtenidos con las
técnicas de referencia MAT (81,11%) y la HAT (18,88%). Entre los nueve casos positivos

por LEPTO Dipstick, predominé el serogrupo Ballum (33,3%), aunque, en dos casos se

identificaron también los serogrupos Pomona y Sejroe, ambos con porcentajes idénticos
(22,2%). Mientras que, al estudiar los resultados de todos los casos después de aplicar la
técnica de MAT, correspondiéo de nuevo al serogrupo Ballum, el mayor porcentaje de
identificacion (32,75%), el resto mostrd valores inferiores: Pomona (26,72%), Sejroe
(15,51%), Canicola (13,79%), Icterohaemorrhagiae (8,62%), Hebdomadis (1,72%) y
Pyrogenes (0,86%). Como se muestra en la tabla 10, entre los 53 casos confirmados por
cultivo, el serogrupo Ballum fue el més frecuente (52,83%), seguido por Pomona (22,64%),

Canicola (11,32%), Icterohaemorrhagiae (7,54%) y Tarassovi (3,77%).

Tabla 10. Serogrupos identificados en los casos positivos de leptospirosis de la

provincia inmunizada con vax-SPIRAL®

Serogrupo
Positividad B Po C I S H P T
Sistemas % Positividad %
(+/ n total) n-+
LEPTO 90 33,3 222 11,1 11,1 222
Dipstick (9/10) 3 2 1 1 2
81,11 32,7 26,7 13,7 8,6 15,5 1,72 0.86
MAT =
(116/143) 38 31 16 10 18 2 1
51,45 52,8 22,6 113 75 1,8 3,7
Cultivo - -
(53/103) 28 12 6 4 1 2
18,88
HAT =
(27/143)
87,21 -
Total
(191/219)

HAT: hemoaglutinaciéon indirecta; MAT: microaglutinaciéon con antigenos vivos y técnica de referencia
utilizada (identifica los serogrupos); n: casos; %: porcentaje; +: positivo; -: ninguno; B: Ballum; Po: Pomona;
C: Canicola; I: Icterohamorrhagiae; S: Sejroe; H: Hebdomadis; P: Pyrogenes; T: Tarassovi
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No abundan en Ia literatura trabajos que describan estudios de laboratorios sistematicos y
que estén dirigidos a la identificacion de los serogrupos y serovares de leptospiras
circulantes en las diferentes regiones geograficas de un pais, con el objetivo de formular o
aplicar posteriormente vacunas de leptospirosis para uso en los seres humanos o los

animales.

La poblacion cubana se inmuniza, por primera vez, contra la leptospirosis a partir de 1983.

En esa etapa se aplica la vacuna Vaccinum Leptospirosum (producida por el Instituto de

Sueros y Vacunas de Stavropol), integrada por cinco serovares de leptospiras circulantes en
la antigua region de la Uniéon Soviética. En ese momento, se desconocian los serovares
circulantes en Cuba y si esta vacuna protegeria a la poblacion contra la leptospirosis, ya que
no se realizan ensayos de terrenos previos a la inmunizacion. Después de su aplicacion en
Cuba se demuestra su capacidad protectora en los grupos de riesgo inmunizados, ya que
reduce de forma significativa la incidencia de la leptospirosis en estas poblaciones (Cruz et

al., 1986).

Al ocurrir el colapso del campo socialista, Cuba deja de importar nuevos lotes de la vacuna

Vaccinum Leptospirosum. Este hecho afecta las condiciones creadas para la prevencion y el

control de la leptospirosis, lo que facilita el incremento de la incidencia de la enfermedad
de forma significativa, ocurriendo en el afio 1994, el pico epidémico mas alto notificado en
Cuba (Cruz, 2002). Por esta razon, el gobierno y las autoridades del MINSAP,
responsabilizan al Instituto Finlay, para la investigacion, el desarrollo y la obtencién de una
vacuna contra esta enfermedad para aplicar en los humanos (Gonzalez et al., 1997). Para
llevar a cabo esta actividad se toman en consideracion los informes de las encuestas
serologicas realizadas por especialistas del Instituto de Medicina Veterinaria, asi como los
serovares de leptospiras identificados hasta ese momento, en los aislamientos obtenidos de
los animales y los humanos. Después del trabajo realizado, se confecciona la primera
bacterina trivalente cubana (vax-SPIRAL®), un farmaco integrado por las cepas autdctonas
de Leptospira interrogans serovariedades Canicola, Copenhageni y Mozdok,
demostrandose su capacidad inmunogénica y protectora por Gonzalez et al (1997). Los

resultados obtenidos permiten iniciar los ensayos clinicos de Fase I (seguridad y

75



IV, Resultados y Discusion

reactogenicidad) en humanos y de Fase II (evaluacion de la inmunogenicidad y
reactogenicidad), seguidos por los de Fase IV (vigilancia poscomercializacion), ensayos

que muestran también resultados satisfactorios (Martinez et al., 2000 y 2001)

Segun el criterio de algunos investigadores (Iagovkin et al., 1990; Branger et al., 2001;
Fitzgeral et al., 2009; Chagas-Junior et al., 2009), el éxito de las vacunas contra la
leptospirosis humana depende de la seleccion de las cepas, algo que se logra con la correcta
identificacion de los serovares circulantes y de los estudios de seroprevalencia asociados
con los diferentes grupos de riesgo en los humanos y en los reservorios de la enfermedad

(Koizumi et al., 2009¢).

Los resultados que se presentan en esta tesis, formaron parte de una de las investigaciones
mas completas desarrolladas en Cuba sobre este tema en particular. Estos hallazgos
aportaron elementos valiosos para la implementacion de nuevas estrategias encaminadas a
la reformulaciéon de la actual vacuna cubana contra la leptospirosis humana. Como se
observd en esta investigacion, el serogrupo Ballum predomind en los cultivos y ensayos
serologicos realizados. Este hallazgo, junto con la presencia de otros serogrupos (Pomona,
Canicola e Icterohaemorrhagiae), sirvieron para desarrollar otros estudios epidemiologicos
relacionados con vax-SPIRAL® en Cuba (Hernandez et al., 2004) y constituyen
importantes evidencias a tener en cuenta en las futuras estrategias de produccion de vacunas

para uso humano o animal.

Esta descrito en la literatura que la proteccion frente a una vacuna depende del serovar
utilizado en su elaboracion (Iagovkin et al., 1990; Branger et al., 2001; Yan et al., 2009).
Sin embargo, para otros autores, la proteccion frente a los serovares de leptospiras puede

manifestarse de forma cruzada (Sonrier et al., 2000).
La identificacion seroldgica y por cultivo de los serogrupos Pomona, Canicola e

Icterohaemorrhagiae (componentes actuales de la vacuna vax-SPIRAL®), constituyeron

importantes evidencias detectadas en este trabajo, resultados que pudieron avalar los
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criterios mencionados con anterioridad, a pesar de la no existencia de casos positivos

coincidentes por serologia y por cultivo.

Esta bien documentado que vax-SPIRAL® constituye un inmundgeno protector en los
diferentes estudios de terrenos realizados en Cuba (Martinez et al., 2000, 2001; Machado et
al., 2007). Por otra parte, la emergencia y el predominio del serogrupo Ballum en los
cultivos y ensayos seroldgicos realizados, sugirieron mantener una activa vigilancia
microbioldgica por parte del laboratorio, para en un futuro cercano, realizar, si fuera

necesario, una reformulacion de la vacuna existente en Cuba.

4.4. Desarrollo, evaluacion y aplicacion de un sistema autéctono de laboratorio, para

el pesquisaje rapido de la leptospirosis humana

4.4.1. Desarrollo y evaluacion de cinco sistemas de aglutinacion con particulas de

latex, para el pesquisaje rapido de la leptospirosis humana

De los 65 casos confirmados de leptospirosis, los conjugados de latex para los serogrupos
Canicola, Icterohaemorrhagiae, Pomona y Sejroe reconocieron como positivos 62 (95,4%),
62 (95,4%), 61 (93,8%) y 58 (89,2%) sueros, respectivamente; mientras que, el conjugado

latex-mezclado reconocio 61 (93,8%). El sistema comercial Lepto Tek Dri Dot detectd 56

(86,2%) de los casos positivos. Se encontraron diferencias significativas entre los

resultados obtenidos con el latex-Sejroe y el sistema comercial Lepto Tek Dri Dot, respecto
a la técnica de MAT, cuando se aplico el estadigrafo (valor de Z = 5,98), con un intervalo

de confianza del 95% (p=<0,05) (tabla 11).
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Tabla 11. Valores de sensibilidad obtenidas con el empleo de los diferentes sistemas

latex investigados y el sistema comercial Lepto Tek Dri Dot

Sistemas n+ Sensibilidad Estadigrafo
% (Valor 2)
Latex-Canicola 62 95,4
Latex-Icterohaemorrhagiae 62 95,4
Latex-Pomona 61 93,8
: 5,98
Latex-Sejroe 58 89,2
Latex-mezclado 61 93,8
Lepto Tek Dri Dot 56 86,1

MAT: microaglutinacion con antigenos vivos y técnica de referencia utilizada (identifica los serogrupos); c:
casos; %: porcentaje; +: positivos; IC: intervalo de confianza del 95% para una p < 0,05

El mayor porcentaje de especificidad se logroé con el sistema latex-Sejroe (96,2%) y el
sistema comercial Lepto Tek Dri Dot (95,5%). Los valores de especificidad de los sistemas

latex-mezclado (90,4%), latex-Canicola (87,8%), latex-Pomona (87,2%) y latex-

Icterohaemorrhagiae (84,6%), fueron significativamente inferiores (p<0,05) a los obtenidos

con las técnicas tradicionales y el sistema comercial Lepto Tek Dri Dot.

El latex-mezclado mostré la mejor combinacion entre los valores de sensibilidad (93,8%) y

especificidad (90,4%). Mientras que, con el sistema comercial Lepto Tek Dri Dot se

alcanz6 una especificidad de 95,9%, aunque su sensibilidad fue inferior (86,2%). El latex-
mezclado mostr6é también la mejor combinacion de valores predictivos positivo (94,2%) y
negativo (96,6%), seguido por el sistema latex-Sejroe (90,9% y 95,8%), respectivamente.
Los valores predictivos positivo (78,5%) y negativos (88,4%) del sistema comercial Lepto

Tek Dri Dot fueron inferiores.

El porcentaje de concordancia con respecto a la técnica de MAT fue mayor cuando se
emplearon los sistemas latex-Sejroe (94,2%) y latex-mezclado (90,2%); mientras que,
mostraron valores inferiores, los sistemas latex especificos de los serogrupos Canicola

(89,2%), Icterohaemorrhagiae (86,7%) y Pomona (84,4%).
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De los 424 casos presuntivos de leptospirosis humana, 172 (40,57%) se diagnosticaron por

la técnica de MAT y por el sistema comercial Lepto Tek Dri Dot, el nimero de casos

identificados fue inferior (134/31,61%). Al analizar los resultados obtenidos con los
sistemas de latex estudiados, el mayor porcentaje de muestras positivas (34,91%) se obtuvo
con el latex-mezclado (148/242); mientras que, con los sistemas de latex restantes,
disminuyeron las reacciones positivas; sus resultados se muestran a continuacion:
Icterohaemorrhagiae (146/34,44%), Canicola (140/33,03%), Pomona (123/29,01%) y
Sejroe (103/24,03%). Al aplicar el estadigrafo de Mac-Nemar, no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre los resultados obtenidos por MAT y los del sistema

latex-mezclado.

Los resultados relacionados con la concordancia detectada entre la técnica de MAT vy los
sistemas de latex estudiados pusieron en evidencia que, el latex-mezclado identificd un
mayor numero de casos positivos (266/62,74%) y le siguieron en orden decreciente las
muestras positivas de Icterohaemorrhagiae (256/60,38%), Pomona (253/59,67%), Canicola
(251/59,2%) y Sejroe (247/58,26%). En general el sistema latex-mezclado mostré un mayor
porcentaje de falsos biologicos positivos. Este sistema es mas sensible que especifico. Sin
embargo, de forma general, no se demostraron reacciones cruzadas entre los diferentes
sistemas de latex investigados y los sueros de pacientes con dengue, sifilis, toxoplasmosis,

hepatitis B y C y meningo encefalitis aséptica por enterovirus.

Los sistemas de latex en estudio mantuvieron su estabilidad durante los seis meses que
abarco la investigacion. La reactividad seroldgica no disminuy¢ al enfrentarse a los sueros

controles seleccionados.

Los resultados de los ensayos de reproducibilidad coincidieron en los meses de junio, julio
y septiembre. En todas las pruebas hubo aglutinaciones visibles, con reacciones positivas
que se observaron entre los 30 seg. a 1 min de iniciada la mezcla y en los meses de agosto,
octubre y noviembre, las reacciones positivas se constataron antes de los 30 seg. Durante
los seis meses evaluados, hubo 100% de coincidencia entre los cinco operadores que

participaron en su valoracion.
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4.4.2. Aplicacion del mejor sistema de aglutinacion con particulas de latex, al

pesquisaje rapido de la leptospirosis humana

La tabla 12 muestra los casos pesquisados, con resultados positivos por el latex-mezclado,
asi como los que se confirmaron también por la técnica de MAT. Obsérvese que, a pesar de
existir diferencias en cuanto al total de los casos correspondientes a los brotes (3 y 4) y las
muestras recibidas, como parte de la vigilancia del laboratorio durante tres afios, se

identificaron entre el 20 al 68,3% de los casos confirmados por la técnica de MAT.

Tabla 12. Casos pesquisados como positivos por el latex mezclado y confirmados por
la técnica de MAT

Evento Pesquisados (+) por Positividad de confirmados %
(n) latex-mezclado (MAT+/pesquisados)
ano

Brote 3 . 68,3

84
2(002 (28/41)

Brote 4 . 20

162
= (ws)
Vigilancia - 21,1

(1 340)

2005 — 2007 (18/85)

MAT: microaglutinacion con antigenos vivos y técnica de referencia utilizada (identifica los serogrupos);
%: porcentaje; n: casos estudiados; +: positivos

Los serogrupos de leptospiras identificados en los casos pesquisados y confirmados por la
técnica de MAT desde el afio 2005 a 2007, se muestran en la figura 5. Como se puede
observar, se identificaron otros serogrupos (Ballum, Pyrogenes, Hebdomadis, Shermani y
Semaranga), cepas que no estan incluidos en la formulacion del latex-mezclado, hecho que

avala la amplia reactividad de este sistema.
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Figura 5. Serogrupos de leptospiras identificados en los casos pesquisados por el
latex — mezclado y confirmados por la técnica de MAT (2005-2007)

Con esta investigacion se logro desarrollar, evaluar y aplicar a escala de laboratorio, el
primer sistema cubano de diagndstico para la leptospirosis, un método basado en la
aglutinacion con particulas de latex. La utilizacién de este reactivo facilita la pesquisa

clinica oportuna de los casos sospechosos.

El disefio del latex-mezclado permitié un mejor acercamiento con la técnica de referencia
internacional (MAT). Como se demostré6 en esta tesis, se puede realizar un amplio
reconocimiento de los anticuerpos producidos contra la mayoria de los serovares de
leptospiras, debido a la amplia reactividad del latex-mezclado, exhibida frente a los sueros
de pacientes infectados por otros serogrupos de leptospiras, no incluidos en la formulacion

original de este bioldgico.

Los valores de sensibilidad y especificidad, asi como los valores predictivos (positivo y

negativo) del latex-mezclado superaron a los identificados por el sistema comercial Lepto
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Tek Dri Dot y a los descritos por otros investigadores (Smits et al., 2000b; Smits et al
2001b; Vijayachari et al., 2002; Hull Jackson et al., 2006; Cohen et al., 2007).

En general, todos los sistemas de pesquisaje rapidos existentes pueden ocasionar falsos
bioldgicos negativos y positivos. Se debe recordar que estos métodos no se utilizan para la
confirmacién del caso, su aplicacion sirve para una mejor orientacion clinica y para un
diagnostico mas rapido por parte del laboratorio. Los resultados obtenidos con los sistemas
latex siempre deben confirmarse por los métodos convencionales (principalmente por la

técnica de MAT).

Los resultados del estudio de la estabilidad y reproducibilidad, confirmaron la facilidad y
calidad de los sistemas propuestos. Algunos investigadores describen que el sistema Lepto
Tek Dri Dot mantiene su estabilidad hasta dos afios después de evaluado (Smits et al.,

2001b).

4.5. Consideraciones generales finales

En esta tesis se presentan los resultados obtenidos sobre el diagnostico microbiologico de la
leptospirosis en Cuba durante 10 afos (1997 - 2007). A pesar de las condiciones existentes
en el pais, la busqueda de nuevos métodos, la incorporacion o la transferencia de
tecnologias y el desarrollo de sistemas autdctonos utiles, fue posible gracias a la voluntad

humana y politica que caracteriza a la ciencia cubana y a sus investigadores.

Los sistemas serologicos rapidos que se evaluaron e introdujeron en Cuba y formaron parte
de este trabajo, mostraron ventajas técnicas cuando se les compar6, con los métodos de
referencia y los tradicionales (Chappel et al., 2004). Ninguno de estos procedimientos fue
superado en cuanto a su sencillez, rapidez, simplicidad técnica y grado de ejecucion. La
mayoria de las técnicas empleadas pueden realizarse por personas no experimentadas y sin

la necesidad de requerir equipos sofisticados.
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El diagnodstico de laboratorio y el rigor cientifico se incrementa con el empleo de los
sistemas rapidos. No obstante, no es recomendable utilizarlos para el pesquisaje de la
leptospirosis humana en muestras extraidas antes del 5° 6 6°° dia del inicio de los primeros

sintomas clinicos (Levett et al. 2001. Cumberland et al., 2001; Coutinho et al., 2007).

Las referencias bibliograficas que se utilizaron para la discusion de los resultados obtenidos
en esta tesis, respecto a la evaluacion de los sistemas seroldgicos rapidos, abarcaron trabajos
realizados durante los periodos correspondientes a su descripcion y comercializacion, por
sus respectivas casas comerciales. En estos momentos no se producen los sistemas LEPTO

Dipstick y Lepto Tek Lateral Flow. Ademas, se puede afiadir que Lepto Tek Dri Dot, no se

comercializa para Cuba, desde finales de 2008 y so6lo est4 disponible SD Leptospira IgM-

1gG, para la pesquisa de leptospirosis humana.

La sensibilidad de los métodos serologicos rapidos se asocia de manera proporcional, con la
cepa de leptospira acoplada al sistema. La mayoria de éstos, estdn integrados por la cepa no
patogena de leptospira conocida como Patoc I, del serogrupo Semaranga y serovar Patoc,
microorganismo que posee todos los antigenos que comparten la mayoria de los serovares
del género Leptospira (Yersin et al., 1999; Goris et al., 2009). Los sistemas con particulas

de latex (Lepto Tek Dri Dot y latex-mezclado) tienen en su composicion cepas patdogenas de

leptospiras y demostraron también su utilidad para el pesquisaje de la enfermedad en los

humanos.

El porcentaje de sensibilidad de las pruebas serologicas depende del tipo de poblacion o
grupo de riesgo donde se apliquen, asi como de la situacion clinica epidemioldgica de la
enfermedad. Se demuestra que el tratamiento de la leptospirosis con antimicrobianos
especificos, afecta la respuesta inmune humoral, respuesta que suele ser mas critica cuando
se utilizan sueros extraidos en los estadios muy tempranos de la infeccion (Eapen et al.,
2002). La mayoria de los autores sefalan que la sensibilidad de los sistemas de diagnostico
rapido es superior cuando se estudian los sueros correspondientes al 10™ dia posterior al
inicio de la infeccion (Gussenhoven et al., 1997; Sehgal et al., 1999a; Smits et al., 2000a;
Eapen et al., 2002; Bafani et al., 2003; Goris et al., 2009).
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La especificidad de los sistemas seroldgicos rapidos depende, en gran medida, de la
prevalencia de la enfermedad. Se observa que, en las zonas con elevada endemicidad, la
especificidad de los sistemas es muy baja, debido a que la poblacion posee anticuerpos [gM
producidos contra otros patdgenos circulantes en la misma zona geografica. (Vijayachari et
al., 2001a; Eapen et al., 2002). En una comunicacion personal realizada por Smits (2005),

este investigador nos refiere que la especificidad del sistema Lepto Tek Dri Dot se reduce

(8,9 qué¢ %?), cuando se aplica en poblaciones con una elevada prevalencia de
citomegalovirus, dengue, HIV y malaria (Smits HL. [comunicacion personal]. Koninkluk

Instituut voor de Tropen. Amsterdam, The Netherlands. 2005).

Recientes investigaciones describen el uso de nuevos métodos rapidos para el pesquisaje
seroldgico de la leptospirosis, pero ninguno ha sido validado internacionalmente, todos son
muy complejos desde el punto de vista técnico y ninguno supera en sencillez y rapidez a los
sistemas diagnosticos descritos en esta investigacion (Croda et al., 2007, Coutinho et al.,
2007, Cohen et al.,, 2007). Por otra parte, existen también avances en el diagndstico
molecular. Se introduce de forma continua el sistema de RCP en tiempo real, técnica con
una compleja ejecucion y un elevado costo, sobre todo para los paises pobres (Sehgal et al.,
2002b; Branger et al., 2005, Merien et al., 2005; Levett et al., 2005; Slack et a.l, 2006;
Ganoza et al., 2006; Slack et a.l, 2007).

Los brotes epidémicos de leptospirosis ocurridos en el mundo se atribuyen principalmente a
los cambios climaticos, a los efectos potenciales de la actividad del hombre sobre la
naturaleza, a la vinculacion por la profesion o por la actividad realizada, asi como a la
recreacion, al deporte y al turismo. Una exposicion directa o indirecta con la fuente de
infeccion puede traer consigo la aparicion de casos clinicos de variable intensidad (Cruz et
al., 2002; Jena et al., 2004; Bruce et al., 2005). Algunos investigadores demuestran que,
dentro de una epidemia ocasionada por leptospiras, la mortalidad puede ser superior a la del
dengue (La Rocque et al., 2005; Bruce et al., 2005; Vinetz et al., 2005; Mathur et al., 2009;
Sohan et al., 2008; Sugunan et al., 2009). En paises como la India, donde la enfermedad es
bien conocida, se describe que la emergencia de los brotes esté relacionada de forma directa,

con una elevada infestacion por roedores, particularmente con la rata, una fuente de
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infeccion importante para el medio ambiente y los seres humanos (Sehgal et al., 2002a;

Suepaul et al., 2009).

El método de laboratorio mas antiguo y descrito para el estudio de los brotes epidémicos de
leptospirosis es el examen directo en campo oscuro, un procedimiento que, hasta la fecha,
algunos autores lo catalogan como el sistema bacteriologico mas simple, para el pesquisaje
rapido de la leptospirosis humana y que jamas podra ser automatizado. En una evaluacion
realizada en el 2001, se demuestra una vez mas, que el examen directo en campo oscuro
sigue siendo rapido, aunque no totalmente confiable para la confirmacion de esta entidad
clinica. Por esta caracteristica, no se recomienda como prueba Unica para el diagnostico del
laboratorio, atin cuando se requiera de una respuesta rapida ante la sospecha de la misma.
Los parametros de sensibilidad (40,2%), especificidad (61,5%) y valores predictivos
positivo (55,2%) y negativo (46,6%) se consideran bajos en su totalidad, asi como el 50%

de concordancia identificado con respecto a la técnica de MAT (Vijayachari et al., 2001b).

En esta investigacion las técnicas serologicas tradicionales, particularmente la MAT, unidas
a los métodos rapidos, jugaron un papel importante para la confirmacion de los casos de
leptospirosis asociados con los brotes estudiados, a pesar de no haber empleado las mismas
metodologias en las dos situaciones epidémicas, ni haber incluido el ELISA-IgM vy la
técnica de aglutinaciéon de la microcdpsula (MCAT), por no estar ambas disponibles en
Cuba. En el ambito internacional no existen lineamientos o reglamentos que establezca el
uso de determinadas metodologias de laboratorio para estudiar los eventos epidémicos de
leptospirosis. Cada pais utilizard los sistemas que tiene disponibles, apoyados por la
voluntad politica y las estrategias incluidas en los programas de prevencion y control
existentes. El porcentaje bajo obtenido en los casos asociados a los brotes epidémicos,
aunque similar a los descritos en la literatura internacional, estuvieron quizés relacionados
no so6lo con la eficacia del método utilizado, sino que pudieron intervenir también otros
factores como: la seleccion adecuada y el momento de extraccion de la muestra, el tiempo
que se demora en procesarse y la forma de trasladarse al laboratorio de microbiologia, entre

otros factores. Ademads, por ultimo, habra que tener presente, la cantidad del producto
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patologico disponible para poder realizar las repeticiones necesarias que permitan esclarecer

los resultados dudosos.

Con los resultados obtenidos en esta tesis se demostrd que la confirmacién microbiologica
del brote epidémico 1 ocurrido en Ciudad Santa Clara, constituy6 la antesala de un estudio
posterior que se relacion6 con la identificacion de los serogrupos de leptospiras presentes
en la provincia de Villa Clara. Desde el punto de vista seroldgico, en esta region circularon
los mismos serogrupos de leptospiras que estdn incluidos en la vacuna vax-SPIRAL®,
resultado que puede avalar su efecto protector. Sin embargo, también se observd un
hallazgo interesante y fue el relacionado con la presencia del serogrupo Ballum,
microorganismo no incluido en la formulacion de la vacuna, lo que sugiere mantener una
vigilancia activa de laboratorio sobre éste y en general sobre todos los serogrupos de

leptospiras circulantes en el pais.

No existen en la literatura consultada, trabajos que describan la obtencioén de un sistema con
particulas de latex similar al descrito en esta investigacion, aunque se reviso el estudio
publicado por Mc Bride et al. (2007), quienes evaliian cuatro sistemas de latex, utilizando

las células completas de leptospiras como antigenos (Mc Bride et al., 2007).

Se debe sefalar que, en el disefio del latex autdctono, se incluyeron las cepas de
leptospiras de mayor circulacion en Cuba, en el periodo de tiempo en que fue realizada esta
investigaciéon y no se utilizd el serogrupo Ballum, a pesar de su identificacion como
predominante en otros resultados de la tesis. Se menciono, por ejemplo, que en el estudio
de Villa Clara, el serogrupo Ballum se identificé en el 40% de los casos positivos de
leptospirosis, cifra que debe tenerse presente para futuras estrategias de prevencion y
control. Cuando se planifico y organiz6 esta investigacion, habia dificultades técnicas con
la obtencion de la biomasa del serogrupo Ballum de forma estable, no siendo de igual

manera con los restantes serogrupos seleccionados.

La técnica de MAT sirvido en todos los experimentos de la tesis, como técnica de

confirmacidn seroldgica, ya que es el sistema de referencia internacional, recomendada por
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el Comité de Expertos en Leptospirosis de la ILS y la OMS. Por estar disponible en Cuba

el sistema Lepto Tek Dri Dot, se empled en la tesis, como sistema de latex comercial para

comparar los resultados de los conjugados latex autdctonos. La metodologia comercial
citada, presenta remarcada aproximacion con el sistema de latex autdctono. Se quiere
destacar una vez mas, que los casos pesquisados por cualquiera de los sistemas rapidos
presentados en el dia de hoy, tienen que ser confirmados serolégicamente por la técnica de

MAT.

De manera general, es importante destacar el papel del cultivo como prueba de oro para el
diagnostico del laboratorio. Este método brinda una valiosa e irrefutable informacion en los
casos confirmados de leptospirosis (Levett, 2001). En nuestra investigacion se obtuvieron
resultados positivos, aunque en una menor proporcion, cuando se le compard con las
serologias realizadas por las técnicas de MAT o HAT. El éxito del cultivo y el aislamiento
de las leptospiras dependeran de los factores objetivos mencionados durante toda la
exposicion de este trabajo. Resulta indiscutible la informacion que brinda esta metodologia
bacterioldgica, la que enriquecera el conocimiento cientifico sobre la leptospirosis humana

y los futuros estudios clinicos y epidemiologicos factibles de ejecutar.

Con respecto a la estabilidad del sistema latex comercial Lepto Tek Dri Dot, como se

menciond con antelacion, se observo que su estabilidad supero los dos afios posteriores a su
produccion. El sistema de latex autoctono, demostrd ser estable en similares condiciones

con respecto al comercial, hasta 6 meses después de su produccion.

En el estudio realizado en 2004, acerca del desarrollo y la evaluacion de los sistemas latex

autoctonos, se utilizdo el sistema comercial disponible Lepto Tek Dri Dot. En esos

momentos no existia otro sistema seroldgico rapido comercial en Cuba.

El numero de reacciones cruzadas que se detectd en los sueros de los pacientes con sifilis,
hepatitis y dengue, cuando se estudiaron por los diferentes sistemas serologicos rapidos,
fue infimo y no significativo. Sin embargo una vez mas, se demostrd la amplia reactividad

de estos sistemas de pesquisa para la leptospirosis, destacandose al latex-mezclado
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autdctono, como un método Util que fue capaz de reconocer anticuerpos presentes en los
sueros de los individuos con la enfermedad e infectados por otros serogrupos de leptospiras
no presentes en su formulacion. De igual manera sucedid con el resto de los sistemas

seroldgicos rapidos comerciales evaluados en esta investigacion.

El futuro inmediato del latex-mezclado esta dirigido a su produccion en mayor escala, de
manera que pueda utilizarse en la pesquisa de la leptospirosis en Cuba. Para ello, se deben
concluir los ensayos necesarios para su registro y comercializacion. Esta tecnologia
continuara perfeccionando la vigilancia microbiologica del laboratorio y brindard una
orientacion oportuna a la asistencia médica, ejerciendo asi su papel de forma directa en la

prevencion y el control de la leptospirosis en Cuba.
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V. CONCLUSIONES

- Se incrementa el rigor cientifico del diagnostico de laboratorio, al demostrar la utilidad e
importancia de los sistemas serologicos rapidos usados para el pesquisaje de la leptospirosis
humana en Cuba, los que presentan valores aceptables de sensibilidad, especificidad y

concordancia en comparacion con el método de referencia.

- El uso combinado de sistemas de diagndstico microbiolégico permite identificar la
etiologia de la leptospirosis humana, asi como los principales serogrupos de leptospiras, en

los casos confirmados de los brotes epidéemicos ocurridos en Cuba.

- Los serogrupos de leptospiras presentes en los casos confirmados con leptospirosis
humana coinciden con los presentes en vax-SPIRAL®, lo que puede avalar su efecto
protector, aunque la deteccion de Ballum, sugiere mantener una vigilancia activa de

laboratorio, con vistas a su futura inclusién en la vacuna cubana.
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- El nuevo sistema de latex autdctono disefiado para la pesquisa rapida y sensible de
leptospirosis humana, estd disponible como diagnosticador, en los laboratorios que

integran la Red Nacional de Cuba, contribuyendo asi con la prevencién y el control de la

enfermedad a nivel nacional.
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VI. RECOMENDACIONES

- Utilizar los sistemas seroldgicos rédpidos para la pesquisa clinica de la leptospirosis
humana, previa instruccion de su correcta realizacion, lectura e interpretacion de los

resultados.

- Ampliar en Cuba, la cobertura del cultivo en las muestras obtenidas de los casos con una
sospecha clinica de leptospirosis, esta medida permitira perfeccionar la vigilancia

microbioldgica y la caracterizacion de las cepas de leptospiras circulantes.

- Concluir la transferencia tecnolégica del latex-mezclado al centro productor para

cumplimentar su registro y distribucion nacional, asi como su introduccién al Sistema

Nacional de Salud.
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Anexo 1

Instructivo del estuche comercial: Dip-S-Ticks®-IgM , para la pesquisa rapida de

leptospirosis humana
(PANBIO INDX, INC. 1756 Sulphur Spring Road, Baltimore, MD. 21227, USA)

Dip-S-Ticks®-IgM constituye un ensayo inmunoenzimatico, donde se acopla un antigeno

especifico para leptospiras (obtenido a partir de la cepa Patoc I del serovar Patoc, de la especie L.
biflexa) en una membrana de nitrocelulosa. El antigeno usado reconoce una amplia gama de
anticuerpos producidos por la mayoria de los serovares de leptospiras. Al anadir las muestras
clinicas al soporte se observan bandas de variables coloraciones que permiten definir la existencia
de los anticuerpos especificos. El estuche comercial de Dip-S-Ticks"-IgM tiene de 10 a 15 tirillas

conservadas en bolsas con preservantes (PANBIO INDX, INC. 1756 Sulphur Spring Road,

Baltimore, MD. 21227, USA), también contiene un suero control positivo y otro negativo

(albimina bovina fraccion V (BSA), un frasco con el diluente de la muestra (liquido # 1), el
tampon estabilizador (liquido # 2), el conjugado anti-IgM humana unido con la fosfatasa alcalina
(liquido # 3) y el sustrato revelador (liquido # 4). Se recomienda almacenar el estuche a una
temperatura entre 2 a 8°C, mientras que las laminillas o tirillas se conservan entre 15 a 30°C. En
este ensayo no se deben utilizar muestras lipémicas, hemoliticas o contaminadas. La realizacion
de la técnica es compleja, laboriosa, empleando como equipamiento adicional baiio de agua de

51°C.

v

Control + (IgM humana)

v

Control — (BSA)

Dilucién 1 de L. biflexa

v

Dilucién 2 de L. biflexa

v

Diluciéon 3 de L. biflexa

0000 Q Q

v

Dilucion 4 de L. biflexa
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Reactivos

-Tirillas: incluye un control positivo (IgM humana), un control negativo (BSA), y pocillos
absorbidos con diferentes concentraciones del antigeno de L. biflexa.

- Reactivo 1: diluente de la muestra: contiene una anti IgG humana obtenida en carnero, con
azida sodica como preservante.

- Reactivo 2: liquido lavador: contiene cloruro de sodio y azida sddica como preservante. Se usa
para eliminar el material no especifico absorbido a la tirilla. Ademas tiene la funcion de
estabilizar la union del antigeno y el anticuerpo.

- Reactivo 3: conjugado: contiene la enzima fosfatasa alcalina conjugada con una anti IgM
humana (especifica a leptospira). El bioldgico es obtenido en carnero. El conjugado tiene un
buffer con un estabilizador comercial.

- Reactivo 4: liquido revelador: contiene 5 bromo - 4 cloro - indol fosfato y el p-nitro azul cloruro

de tetrazolio, ambos diluidos con azida s6dica como preservante.

Marcha técnica
- Sacar los reactivos del refrigerador y colocarlos por 15 min a temperatura de laboratorio.
- Identificar la tira con el # del suero.
- Rotular 4 cubetas, con los nimeros: 1, 2, 3,y 4.
- Adicionar ala
cubeta # 1 : 2 mL del reactivo 1.
cubeta # 2 : 2 mL del reactivo 2.
cubeta # 3 : 2 mL del reactivo 3.
cubeta # 4 : 2 mL del reactivo 4.
- En un Beaker colocar suficiente agua destilada para cubrir la tirilla por encima de la insercion
(el agua se cambiara en cada lavado).
- Humedecer la tirilla por inmersion durante tres min, moviéndola de 10 a 15 veces de arriba
para abajo.
- Sacudir la tirilla y eliminar el exceso de agua.
- Adicionar segtn el hoyuelo, 10 pL de suero control positivo, 10uL del negativo, y 10uL de la

muestra (adicionar 20uL si se trata de sangre total).
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- Sumergir la tirilla en la cubeta 1, por 5 min.

- Enjuagar la tirilla con suficiente agua destilada, introduciendo y retirando la misma varias
veces (de 6 a 10 seg cada vez).

- Sumergir la tirilla en la cubeta 2, introduciéndola y retirdndola durante 5 min.

- Enjuagar la tirilla con suficiente agua destilada, introduciendo y retirando la misma varias
veces (de 6 a 10 seg cada vez).

- Sumergir la tirilla en la cubeta 3, introduciéndola y retirandola por 6 a 10 veces durante 15
min.

- Enjuagar la tirilla en el Beaker con agua destilada, introduciendo y retirando varias veces (de
6 a 10 seg cada vez).

- Dejar la tirilla en agua destilada durante 5 min.

- Sumergir la tirilla en la cubeta 4, introduciéndola y retirandola de 6 a 10 veces durante 5 min.

- Enjuagar la tirilla con agua destilada, introduciéndola y retirandola varias veces, de 6 a 10
seg cada una.

- Esperar que se seque la tirilla.

NOTA: Toda la reaccidon seroldgica se realiza a la temperatura de 51°C. Las lecturas deben
realizarse cuando estén secas las tirillas. No usar medios artificiales para el secado de la tirilla,
solo un ventilador es aceptable.

Interpretacion

Resultado positivo: observacion facil de un punto de color azul parpura. El perimetro exterior
del circulo debe ser de color gris blanco.

Resultado intermedio: observacion de un punto de color azul purpura de tonalidad débil. El
perimetro exterior del circulo debe ser alrededor de 0,5mm (ejm: prueba positiva cuando el punto
es mayor que 2,0 pero menor que 3,0; o mayor que 3,0 y menor que 4,0 mm)

Resultado negativo: si no se observa ninglin punto con coloracion.

Nota: para que la prueba sea valida, se tomaran en consideracion los controles (positivo y

negativo) de la tirilla.



Anexos

Anexo 2
Instructivo del estuche comercial: LEPTO Dipstick, para la pesquisa rapida de
leptospirosis humana
(Organon Tecknika Ltd. Farnham Drive. Finglas Road. Finglas. Dublin 11. Holanda)

Reactivos

Vial A: fluido de reconstitucion.

Vial B: reactivo de deteccion liofilizado.
Vial C: fluido LEPTO Dipstick

Tirillas

Utensilios necesarios

Microtubos

Contenido de cada estuche
Cada estuche contiene 20 tirillas y tres frascos (viales A, B y C). Estas cantidades estan fijadas

para el analisis de 20 sueros.

Almacenamiento

Los reactivos del estuche deben ser preferentemente guardados a temperaturas de 4°C y hasta
25°C, en un lugar seco y protegidos de la accion directa de la luz. Si el almacenamiento es a
temperaturas de 37°C, se aconseja como tiempo de vida limite del estuche seis meses. El reactivo
de reconstitucion (vial A) puede ser almacenado a 4°C y hasta 25°C por 6 meses. En general no
son aconsejables exposiciones a temperaturas de 37°C, ni siquiera por cortos periodos de

tiempos.

Fecha de vencimiento

La fecha de vencimiento aparece impresa en el borde derecho inferior de cada estuche.

Precauciones para su uso
Las muestras clinicas (sangre y suero) deben ser cuidadosamente manipuladas por ser un gran

potencial infeccioso. Todo el equipamiento y los materiales del estuche después de terminada la
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prueba, deben ser eliminados, segin las normas establecidas en el laboratorio. Los sueros

inactivados a 56°C pueden ser empleados en este ensayo.

Coleccion de las muestras

Los sueros deben ser colectados de la forma rutinaria que se realiza en los laboratorios clinicos.

Marcha técnica

1.

A T i

10.
11.

Abrir los viales A y B. Afiadir 5 mL del fluido de reconstitucion (vial A) y adicionarlos
en el vial B (reactivo de deteccion liofilizado). Cerrar el vial B y mezclar suavemente
hasta lograr una suspension homogénea (debe realizarse por 5 6 10 min).

Transferir 250 pL del reactivo de deteccion reconstituido al microtubo.

Anadir 5 puL de suero en el microtubo y mezclar suavemente.

Abrir el vial C.

Tomar por la parte amarilla la tirilla.

Sumergir la tirilla en el vial C durante 1 min. Eliminar el exceso de liquido escurriendo o
sacudiendo la tirilla suavemente, no usar ni papel de filtro, ni servilletas de laboratorio.
Transferir y sumergir la tirilla al microtubo (donde estan el reactivo de deteccion y el
suero). Incubar a temperatura de laboratorio por dos horas a 37°C. Jamas por mas tiempo.
Los viales B y C deben ser guardados por su uso posterior.

Después de terminado el tiempo de incubacion, sacar la tirilla y lavarla cuidadosamente
con agua, asegurando haber eliminado todas las trazas adheridas a la misma.

Dejar secar la tirilla colocandola en papel de filtro a temperatura de laboratorio.

Realizar la lectura e interpretacion de los resultados. Si la zona control de la tirilla no
aparece coloreada, no es valida la reacciéon. La intensidad de coloracion de la zona
control, variara en dependencia de la muestra, pero en la mayoria debe estar en el rango

desde las tres cruces.

Para interpretar la reaccion del LEPTO Dipstick, se toma en cuenta la intensidad de la coloracion

de la banda inferior. Cuando la intensidad de esa banda es de dos, tres o cuatro cruces, se

confirma la existencia de una leptospirosis reciente, pero si es de una cruz o existe una ausencia

total de coloracidn, la reaccidon se interpreta como negativa. No obstante, si la sospecha clinica
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persiste, se tomara una segunda muestra y se repetira el ensayo, empleando ambas muestras de
forma simultanea. Si la zona control de la tirilla no aparece coloreada, la reaccion se considera no
valida. La intensidad de coloracion de la zona control variard de muestra en muestra, pero en la
mayoria se observara en el rango de las tres cruces (Sehgal et al., 1999a; Smits et al., 2000a).
Resumiendo:

= La observacion de dos, tres y cuatro cruces, definen una leptospirosis reciente.

= La observacion de una cruz o ninguna coloracidon es equivalente a una reaccion

negativa.

L1
— -1 —+ o = P

-y 1+: resultado negativo
2, 3 y 4+: resultado positivo
Limitaciones para su uso
Como sucede para cualquier diagnostico de laboratorio, el resultado por esta prueba, debe estar

acompafiado por las consideraciones clinicas, epidemioldgicas y el uso de la técnica de referencia
internacional (MAT).

Los anticuerpos a leptospiras usualmente comienzan a ser detectables a partir del quinto dia
después de la aparicion de los primeros sintomas. Hay que tener presente que en algunos
pacientes este fenomeno ocurre mas tardiamente, y que el tratamiento temprano con altas dosis de

antibioticos, puede suprimir la produccion de anticuerpos y afectar la sensibilidad del método.

Las reacciones falsas positivas pueden ocasionalmente ocurrir, en sueros de pacientes con otras
patologias. En estos casos, aparece una coloracion muy débil en la banda inferir de la tirilla. Por

todo lo anteriormente expuesto, resulta aconsejable utilizar la técnica de MAT para la

confirmaciéon final del diagnostico.
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Anexo 3
Instructivo del estuche comercial: Lepto Tek Dri Dot, para la pesquisa rapida de
leptospirosis humana
(Organon Tecknikal td. Farnham Drive. Finglas Road. Finglas. Dublin 11. Holanda)

Presentacion

Cada estuche contiene 30 tarjetas y 30 espatulas, que permitiran el analisis de 30 sueros.

Almacenamiento
Los estuches deben ser almacenados a temperaturas de 2°C y hasta 25°C, en un lugar seco y

protegidos de la exposicion a la luz solar.

Fecha de vencimiento

Cada lote de produccion presenta la fecha de vencimiento, impresa en la cubierta de cada caja.

Precauciones para su uso
Las muestras deben ser cuidadosamente manipuladas, ya que son un gran potencial infeccioso.
Todo el equipamiento y los materiales del estuche después de terminada la prueba, deben ser

eliminados segun las normas establecidas en el laboratorio.

Coleccion de las muestras
Los sueros deben ser preparados de la misma forma que rutinariamente se obtienen para otros

ensayos serologicos. Se recomienda el empleo de muestras frescas, las que pueden almacenarse a

-20°C.

Marcha técnica
1. Tomar una tarjeta de Lepto Tek Dri Dot y extraer una espatula plastica del estuche.
2. Aifadir 10 pL de suero (cercanamente al boton azul) dentro del area circulada.
3. Homogenizar la mezcla suavemente con la espatula, garantizando que la misma no
sobrepase la zona del circulo.
4. rotar suavemente el liquido en suspension (manteniendo la tarjeta horizontalmente), lo

que permitird la union entre el conjugado - latex y el suero.
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5. Leer los resultados a los 30 seg de haber iniciado la reaccion. Nunca leer la prueba

después de este tiempo, porque pueden surgir falsos bioldgicos positivos.

Interpretacion de los resultados

La agregacion de las particulas de latex, revela que existio aglutinacion franca, entre el antigeno y
los anticuerpos especificos contra leptospiras del suero problema. Un caso positivo se considerd
cuado haya existido aglutinacion franca e instantanea antes de los 30 seg de montada la prueba.

El negativo se considerd cuando no se evidencia aglutinacion entre antigeno y anticuerpo.

5 segundos 15 segundos

45 segundos >60 segundos

La sensibilidad del sistema es superior para las muestras obtenidas entre el 10™ al 30™ dia, de
aparecidos los primeros sintomas clinicos de la infeccion. En estos casos, se observan
aglutinaciones muy fuertes a los 30 seg. Los sueros correspondientes a la primera semana de la
infeccion, pudieran falsear el resultado. Si el resultado es negativo (a pesar de haber relacion
entre la fecha de toma de muestra y de fecha de inicio de los sintomas) y el paciente clinicamente
continua con la sospecha, es recomendable el estudio de segunda o terceras muestras. Como
sucede para cualquier diagnostico de laboratorio, el resultado por Lepto Tek Dri Dot, debe estar
acompanado por las consideraciones clinicas, epidemioldgicas y los hallazgos de laboratorio
clinico. Los casos pesquisados por este sistema, deben ser confirmados por la técnica de

referencia internacional de MAT.
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Anexo 4
Instructivo del estuche comercial: Lepto Tek Lateral Flow, para la pesquisa rapida de
leptospirosis humana
(Organon Tecknika Ltd. Farnham Drive. Finglas Road. Finglas. Dublin 11. Holanda)

Presentacion del estuche
Cada bolsa contiene 25 tablillas plasticas y una botella con el reactivo de deteccion (buffer de

corrida) suficiente para el analisis de 25 muestras.

Almacenamiento
Los reactivos de este sistema (segun el productor) deben estar conservados a temperaturas desde

2°C y hasta 25°C, en un lugar preferentemente seco y protegido de la exposicion directa de la luz.

Fecha de vencimiento

En cada bolsa aparece impresa la fecha en que vencen los reactivos.

Precauciones para su uso

Las muestras deben ser trabajadas cuidadosamente, ya que son fuentes potenciales infecciosas.
Los sueros pueden ser usados puros, o inactivados a 56°C por 30 min. La sangre total se emplea
en su estado natural. Al finalizar cada ensayo, el equipamiento y los reactivos suministrados,

deben ser eliminados segun los tratamientos existentes en cada laboratorio.

Coleccion de las muestras
Los sueros deben ser obtenidos por los métodos rutinarios de laboratorio. Las muestras deben

estar frescas y sin contaminaciones.

Marcha técnica
1. Tomar cuidadosamente la tablilla plastica de la bolsa, y colocarla en la meseta de trabajo,
donde exista suficiente iluminacion.
2. Tomar 5 pL de suero (o 10 uL de sangre total) y colocarlo en la zona “portamuestra”
(identificada en la tablilla).

3. Adicionar 130 pL de reactivo de deteccion (buffer de corrida).
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4. Leer los resultados a los 10 min. Los resultados se estabilizan después de transcurrido los
10 min, por lo que se sugiere confirmar la lectura un tiempo después, para evitar los

resultados falsos.

Interpretacion de los resultados
Si la zona control de la tablilla plastica no aparece coloreada (linea superior), no es valida la
reaccion. La intensidad de coloracion de la zona control variard en dependencia de la muestra,

pero en la mayoria de éstas, debe corresponderse con las tres cruces.

Un resultado negativo indica la ausencia de la linea roja en la zona "Test”™ (observar la presencia
de una linea roja en la zona "Control”). En estos casos y si aun existe la sospecha clinica de la
enfermedad, deben tomarse una segunda muestra y repetir el ensayo utilizando las dos muestras

de forma simultanea.

Un resultado positivo indica la presencia de una linea roja en la zona "Test™ (linea inferior) y
también coloracion roja en la zona “"Control”. Pueden obtenerse en la zona "Test”, dos, tres y
cuatro cruces, que definen una leptospirosis reciente. Los resultados obtenidos por esta prueba

deben confirmarse por la técnica de referencia internacional (MAT).

4+ 3+ 2+ 1+ - -

-y 1+: resultado negativo

2, 3 y 4+: resultados positivos
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Limitaciones de su uso

= La sensibilidad de la prueba esta estrechamente relacionada con la intensidad de
coloracion de la linea "Test”, lo cual dependera de la fase de la enfermedad por la que
cursa el paciente y de otros factores técnicos.

= Mediante este ensayo se detectan anticuerpos especificos (IgM) contra leptospiras,
producidos una semana después de haber aparecido los primeros sintomas de la
enfermedad. Una muestra colectada antes de este periodo puede resultar negativa.

= Raramente se han encontrado falsos positivos. Se han visto principalmente en muestras de

pacientes con factor rematoideo.
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Anexo 5
Instructivo del estuche comercial: SD Leptospira IgM-IgG, para la pesquisa rapida de
leptospirosis humana
(BIO-LINE Standard Diagnostics, INC, 2007, http://www. standardia.com)

Principio

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

debe confirmarse por MAT o ELISA, principalmente.

SD Leptospira [gM-IgG, tiene tres lineas pre-revestidas (linea “G”( linea con anticuerpo anti
IgG humano), linea “M” ”( linea con anticuerpo anti [gM humano) y linea “C” (linea control)),

todas colocadas en la superficie de la membrana.

La linea de control “C” es usada para indicar la validez de la técnica. Una linea con coloracion
purpura en “G” o “M” puede ser visible, si existe en la muestra suficiente cantidad de anticuerpos
IgG o IgM, respectivamente. Si los anticuerpos de las clases IgG o IgM, no estan presentes en la

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

Muestras

» Plasma: colocar la sangre total en tubo de serologia (sin anticoagulantes) y
centrifugar para obtener el plasma.

» Suero: colocar la sangre total en tubo de serologia (sin anticoagulantes) dejar
reposar por 30 min para facilitar la coagulacion, y centrifugar para obtener el
suero.

> Si el plasma y el suero no van a usarse de forma inmediata, refrigerar a
temperatura de 2-8°C, por un periodo no mayor de 2 semanas. Las muestras deben
llevarse a las temperaturas de 1-30°C, antes de su uso.

» El plasma y el suero con precipitados no se recomiendan usar por este método.

Materiales
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1. Dispositivos de pruebas individualmente embolsados con desinfectante.
Diluyente del ensayo.

Micropipeta o capilares de 5 pL.

S

Instrucciones para su uso.

Marcha técnica

- Adicionar 5 pL de suero o plasma, dentro de la zona marcada con una “S”.

- Adicionar cuatro gotas del diluente dentro de la zona identificada para el.

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

positivos).

Lectura e interpretacion de los resultados

Muestra negativa: Una linea de color ptrpura en el sitio “C” tinicamente.

Prueba no valida: No existencia de linea color purpura en la zona control.

Muestra Positiva:
1. IgG positiva: dos lineas de color pirpura (una en la zona control y otra en la zona “G”).
2. IgM positiva: dos lineas de color purpura (una en la zona control y otra en la zona “M”).

3. IgGy IgM positivas: tres lineas de color purpura (una en la zona control, otra en la zona

“G” y otra en la zona “M”).

OO0

Precauciones para su uso
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- SD LEPTOSPIRA IgM-IgG, debe ser guardado a temperaturas de 1-30°C.

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

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

- No usar los estuches vencidos.

- No congelar ninguno de los componentes.

- Sistema valido para diagnostico “in vitro™.

- Usar guantes mientras se trabajan con las muestras.

- Lavarse las manos después de culminar el trabajo.

- Limpiar los derrames correctamente usando un desinfectante apropiado.

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

infeccioso y deben ser eliminados al final de la prueba.

Limitaciones

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

interrogans.
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1))

2)

3)

4)

Anexo 6
Protocolo para el cultivo de leptospiras

Hemocultivo

Tomar asépticamente la muestra de sangre, antes de la administracion de antibioticos y

preferentemente durante el estado febril del paciente.

Esta muestra puede ser adicionada en solucién anticoagulante (1% de oxalato de sodio
(0.5mL de oxalato de sodio al 1% por cada SmL de sangre) para su transporte al

laboratorio.

Sembrar una gota de sangre directamente en el primer tubo con medio de cultivo para
leptospiras, dos gotas en el segundo y tres gotas en el tercero, cuarto y quinto tubo

respectivamente.

Los cultivos se incuban a 28°C, durante un periodo no menor de 40 dias. Se verifica la
presencia o ausencia de leptospiras, por observacion directa en campo oscuro cada cinco
dias posterior a la siembra. Si se logra el aislamiento se informara como Leptospira spp.,
hasta su identificacion. Algunos autores recomiendan no descartar los hemocultivos hasta

6 meses después de sembrados (Sehgal et al., 2003).
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Anexo 7

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

Hacer seleccion adecuada del panel de cepas de referencia (preferiblemente autoctonas),
tomando en consideracion la circulacion de serogrupos en la region. Ver a continuacion, las

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

Hacer el protocolo por escrito (por serogrupo), en una plantilla de trabajo, que se corresponda

Especie Serogrupo Serovar Cepa
L. interrogans | Australis Australis Ballico
L. interrogans | Autumnalis Autumnalis Akiyami A
L. borgpetersenii | Ballum Castellonis Castellon 3
L. interrogans | Bataviae Bataviae Swart
L. interrogans | Canicola Canicola H. Utrecht IV
L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522 C
L. kirschneri Grippothyphosa Grippothyphosa Moskva V
L. interrogans | Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
L. interrogans  |Icterohaemorrhagiae | Copenhageni M20
L. interrogans | Icterohaemorrhagiae | Icterohaemorrhagiae | RGA
L. borgpetersenii | Javanica Javanica V Batavia 46
L. noguchii Panama Panama CZ 214K
L. interrogans Pomona Pomona Pomona
L. interrogans | Pyrogenes Pyrogenes Salinem
L. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1
L. interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno
L. interrogans | Sejroe Wolffi 3705
L. borgpetersenii | Sejroe Sejroe M 84
L. borgpetersenii | Tarassovi Tarassovi Perepelitsin

con la cantidad de muestras y las diluciones por placa:

1.

1 2 3

4 5 6

7 8 9

10 11 12

T QMmO Qw

Tomar la placa de 96 pocillos fondo plano o en U.
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10.
11.

Rotular la placa con numeros de las muestras y serogrupo segiin protocolo disefiado en el
punto #1.

Adicionar un volumen de 50 uL de TFS (pH 7.2) a todos los pocillos

Adicionar un volumen de 40 puL mas de TFS (pH 7.2) solo al primer pocillo para
completar 90 uLL de TFS, como volumen final.

Adicionar un volumen de 10 puL del suero puro en el primer pocillo, quedando un
volumen final de 100 pL (dilucion inicial 1:10).

Tomar un volumen de 50 uL del primer pocillo y pasarlo al segundo pocillo, donde ya
habian servido previamente 50 pL de TFS (ver paso 4). Homogenizar, y tomar
nuevamente 50 uL de este pocillo y pasarlo al tercer pocillo, y asi sucesivamente hasta el
pocillo 8 6 mas, segiin el estudio solicitado. Descartar 50 pL del ultimo pocillo.
Quedando realizadas las diluciones siguientes: pocillo 1: 1/10, pocillo 2: 1/20, pocillo 3:
1/40, pocillo 4: 1/80, pocillo 5: 1/160, pocillo 6: 1/320, y asi sucesivamente.

Adicionar a todos los pocillos un volumen de 50 puL del cultivo de leptospiras del
serogrupo crecido en medio liquido (EMJH) a 28°C, en fase logaritmica ( concentracion
aproximada de 2 x 10® leptospiras/mL, equivalente a 200 células por campo). Evitar
utilizar cultivos envejecidos con autoaglutinacion. Quedando las diluciones finales como:
pocillo 1: 1/20, pocillo 2: 1/40, pocillo 3: 1/80, pocillo 4: 1/160, pocillo 5: 1/320, pocillo
6: 1/640, y asi sucesivamente.

Controles positivos y negativos:

- Control de cepa: En un pocillo aparte colocar un volumen de 50 uL de TFS y 50 puL. del
cultivo del serogrupo de referencia.

- Suero control positivo: En una hilera de pocillos realizar los pasos del 4 al 7, utilizando
como muestra un suero con titulo altos de anticuerpos (>1/160) frente al serogrupo que
se evalta en esa placa.

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

Homogenizar muy suavemente la placa.
Incubar a 37°C por 1 hora, o de 28 — 30°C por 2 horas.

Realizar la lectura resultados utilizando microscopio de contraste de fase con condensador
de campo, preferiblemente con ocular de 20X y objetivo 10X. El titulo final del suero
sera la mayor dilucion donde se observe el 50% de leptospiras aglutinadas y el 50% de
leptospiras libres. Comparar siempre con el control de cepa.
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Anexo 8
Protocolo de la Técnica de Hemoaglutinacion Indirecta (HAT)

Fundamento:

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

obtener. Ver a continuacion el fundamento esquematizado:

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

Patoc de la especie Leptospira biflexa.

La técnica, semicuantifica los niveles de anticuerpos de la clase IgM, no requiere de

equipamiento sofisticado, y es rapida, ya que el tiempo de ejecucion méaximo es de 4,5 h.

Los factores que pueden influir en el éxito de los resultados son: la concentracion del soporte
(eritrocitos), si ésta es alta, provocara la obtencion de titulos mas bajos y viceversa. El rango del
pH, que debe oscilar entre 4 y 8.4, pero el optimo es de 7.2. Otro valor de pH producira
resultados negativos. De la concentracion de anticuerpos (alta concentracion con respecto a la del
antigeno produce efecto de prozona e inhibe la aglutinacion de las diluciones bajas, debido a la
union de algunos componentes séricos con las particulas antigénicas). La concentracion de
antigeno, debera ser calculada o titulada sobre la base del peso seco, o por la dilucion optima de

trabajo. Si se usa una exceso de antigeno se corre el riesgo de obtener falsos biologicos positivos.
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Marcha técnica
Eritrocitos: Se utilizan eritrocitos frescos de carneros conservados en solucion de anticoagulante
al 50% (ALSEVER, ver al final del texto su composicion). Los eritrocitos de carneros, son

lavados mediante centrifugacion a 1 500 r.p.m. durante 15 min, por tres veces en TFS, pH 7.2.

Suero: El suero se diluye 1:10 en TFS pH 7.2, y se inactiva a 56°C durante 30 min.
Posteriormente se le adicionan eritrocitos de carnero puros hasta alcanzar una concentracion del
1%. La mezcla suero con eritrocitos, es colocada en bafio de agua, a 37°C por 30 min y

posteriormente centrifugados a 1 500 r.p.m. por 15 min.

Sensibilizacion del antigeno con los eritrocitos: Se prepara suficiente cantidad del antigeno ESS,
diluido en su dilucion de trabajo Ej. [1:8]. Posteriormente se adicionan eritrocitos de carnero
hasta lograr alcanzar una concentracion final del 1%. La reaccion se incuba a 37°C durante 1h,
en bafio de agua. La mezcla antigeno mas eritrocitos, se homogeniza cada 15 min evitando la

formacion de sedimentos.

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

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

Marcha técnica.

1. En la placa de poliestireno de 96 pocillos y fondo en U, se depositan 50 pL de TFS a
partir del tercer hoyuelo y hasta el duodécimo. Posteriormente se adicionan 50uL de la
dilucion 1: 10 del suero tratado (s6lo en los 3 primeros hoyuelos).

2. A continuacién se realizan diluciones seriadas partiendo del tercer hoyuelo (dilucion 1/20)
hasta el duodécimo hoyuelo (dilucion 1/2560), descartandose los ultimos 50 uL.

3. Se depositan después, 25 pL de eritrocitos no sensibilizados en el primer hoyuelo y 25 puL
de eritrocitos sensibilizados en los restantes hoyuelos.

4. Laplaca se incuba a 30°C durante 1h.
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Interpretacion de los resultados.
Titulo de suero: La mayor dilucion en el que se observe hemoaglutinacion (4+, 3+, 6 2+) (efecto

bioldgico deseado).

Muestras pareadas:
Caso positivo: Todo paciente (estudiado con muestras pareadas) que se ajuste a los siguientes
criterios:
+» Seroconversion entre muestras pareadas (suero no reactivo a suero reactivo, en cualquier
dilucion).
¢ Seroconversion cuatriplicada del titulo del segundo suero reactivo con respecto al primero

también reactivo. Es decir que el titulo del segundo suero reactivo, haya aumentado en al

menos dos diluciones o mas al titulo del primer suero.

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

++ No observacion de titulos, en las muestras pareadas.

N L, , . .

¢ Aparicion de titulos estacionarios entre las muestras pareadas.

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

Cuando se disponga de un solo suero:

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

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

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

titulo.

Se mezcla los componentes homogéneamente y se distribuyen en cantidades de 25 mL por

frasco. Se esterilizan los frascos a 121°C por 15 min.
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Anexo 9

Protocolo de Microaglutinacion (MAT), para la serotipificacion de aislamientos de
leptospiras utilizando sueros policlonales

Hacer seleccion adecuada de los sueros policlonales de referencia, tomando en consideracion la
circulacion de serogrupos en la region. (Ver tabla siguiente con el panel de sueros policlonales).

Especie Serogrupo Serovar Cepa Titulo
L. interrogans Icterohaemorrhagiae | Copenhageni | M20 800*
L.borgpetersenii | Ballum Ballum Mus 127 51 200
L. interrogans Bataviae Bataviae Swart 204 800
L. kirschneri Pomona Mozdok 5621 6 400
L. interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno 51200
L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis | Hebdomadis 6 400
L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht IV 3200
L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522 C 125 600
L.borgpetersenii | Tarassovi Tarassovi Perepelitsin 12 800

*. Titulo obtenido al enfrentar la cepa de referencia de L. interrogans Icterohaemorrhagiae
Icterohaemorrhagiae RGA con el policlonal homdlogo.

Hacer el protocolo por escrito en una plantilla de la MAT con la distribucion de los de sueros
policlonales de referencia, sus diluciones, y la cepa autdctona en estudio:

1 2

3 4 5

6 7

9 10

12

T QMmO w >

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

2. Rotular la placa segtin protocolo disefiado en el paso # 2

3. Enun tubo con capacidad de 0, 5 mL se prepara la dilucion del suero policlonal 1/50 (245
puL de TFS mas 5 pL del suero policlonal).

4. En la placa de microtitulacion a partir del pocillo 2 y hasta el pocillo 12 adicionar un

volumen de 50 pL de TFS (pH 7.2).
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En los pocillos 1 y 2, adicionar un volumen de 50 uL del suero policlonal de referencia
1/50 (paso # 5). Realizar diluciones al doble; tomando un volumen de 50 pL del segundo
pocillo, y pasarlo al tercer pocillo, nuevamente 50 uL. de este pocillo y pasarlo al cuarto
pocillo, y asi sucesivamente hasta el pocillo 12 6 mas. Descartar 50 pL del ultimo
pocillo. Quedando realizadas las diluciones siguientes: pocillo 1: 1/50, pocillo 2: 1/100,
pocillo 3: 1/200, pocillo 4: 1/400, pocillo 5: 1/800, pocillo 6: 1/1 600, y asi
sucesivamente.

Adicionar a todos los pocillos un volumen de 50 uL de la cepa autdctona en estudio,
crecida en medio liquido (EMJH) a 28°C, en fase logaritmica (concentracion aproximada
de 2 x 10® leptospiras/mL, equivalente a 200 células por campo). Evitar utilizar cultivos
envejecidos con autoaglutinacion. Quedando las diluciones finales como: pocillo 1:
1/100, pocillo 2: 1/200, pocillo 3: 1/400, pocillo 4: 1/800, pocillo 5: 1/1600, pocillo 6:
1/3200, y asi sucesivamente.

Control de cepa: En un pocillo aparte colocar un volumen de 50 pL. de TFS y 50 pL la
cepa autoctona en estudio.

Homogenizar muy suavemente la placa.
Incubar a 37°C por 1 hora, o de 28 — 30°C por 2 horas.

Realizar la lectura de los resultados utilizando microscopio de contraste de fase con
condensador de campo, preferiblemente con ocular de 20X y objetivo 10X. El titulo final
del suero policlonal frente la cepa autdctona en estudio, sera la mayor dilucion donde se
observe el 50% de leptospiras aglutinadas y el 50% de leptospiras libres. Comparar
siempre con el control de cepa.
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