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RESUMEN

Se cred un grupo multidisciplinario encargado de confirmar la existencia de leptospirosis humana en la provincia Villa Clara, en
la cual a finales del mes de junio de 1997, se produjo un incremento considerable de casos febriles con sintomas y signos
compatibles con enfermedades como dengue hemorrégico y leptospirosis humana. El Laboratorio Nacional de Referencia de
Leptospiras del Instituto “Pedro Kouri”, organizé como estrategia de trabajo un conjunto de técnicas directas e indirectas de
diagnéstico que sirvieran para confirmar el problema de salud presentado. Como resultados finales, se obtuvieron que los
serogrupos Ballum, Pomona, Canicola e Icterohaemorrhagiae, fueron los de mayor porcentaje de aparicion entre los casos
estudiados. Un total de 7 casos presentaron infeccion activa, fueron positivos por el método de hemaglutinacion pasiva. Los 4
casos graves estudiados por hemaglutinacién pasiva y por microaglutinacién fueron positivos. Resultaron negativos por estas 2
técnicas, los sueros de los 3 pacientes con sindrome febril de etiologia desconocida. Las 3 muestras obtenidas de la autopsia de un
fallecido fueron reactivas por examen directo en campo oscuro y tincién de la inmunoperoxidasa. Los monosueros de las
personas fallecidas fueron altamente reactivos por hemaglutinacion pasiva (titulos desde 1-10 y hasta 1-640). Fueron tipados 2
hemocultivos como Ballum; 2 orinas y 1 hemocultivo fueron positivos por reaccién en cadena de la polimerasa. De esta forma
se ofrecié una respuesta répida a las autoridades de salud publica del Viceministerio de Higiene y Epidemiologia de Cuba, al
confirmarse microbiol 6gicamente la existencia de la enfermedad, y se sugiri6 la posibilidad de aplicar la vacuna de produccion
nacional vax SPIRAL en el area afectada.
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DE ENFERMEDADES.

La leptospirosis humana puede considerarse
como unaenfermedad defocalidad natural, existen
numerosos animales domeésticos y salvajes como
reservorios, gue son los responsables (junto con
otros factores) de la difusién de la enfermedad y
de la aparicion de epidemias muy frecuentes en
determinadas épocas del afio, principalmente en
los meses de abundantes [luvias.!

Desded punto devistaclinico, laleptospirosis
humanadesarrollaun cortejo muy amplio designos
y sintomas, |os cual es son también muy frecuentes
en numerosas enfermedades virales y bacterianas
como: dengue hemorragico, hepatitisy neumonias.
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En numerosas ocasiones el diagnostico clinico se
hace muy dificil y necesita la confirmacién
microbioldgica para declarar un caso como
positivo.t

En Cuba, desde 1981, conlapuestaen marcha
del progama de control y prevencién de la
leptospirosis, en la red nacional, se aplica
Unicamente la técnica seroldgica de hema-
glutinacion pasiva(HA) parad diagndstico de esta
enfermedad.

El Laboratorio Nacional de Referencia de
Leptospiras (LNRL) dd I1PK, desde 1995 ha desa
rrollado numerosas investigaciones encaminadas a
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buscar y aplicar nuevosy Utilesmétodosdirectose
indirectos de diagnostico de leptospirosis humana,
entre ellos el examen directo en campo oscuro
(EDCO), tinciones, cultivo y tipaje, microagluti-
nacion (MAT, siglas en inglés), ELISA, reaccion
en cadenadelapolimerasa( PCR, siglaseninglés)
y técnicas de hibridizacién del ADN. Todas estas
metodol ogias estan en €l presente disponiblesen €
LNRL.26

En & mesdejunio de 1997 en laprovinciade
VillaClara, ciudad de Santa Clara, se produjo un
incremento considerable de casos febriles con
sintomas y signos compatibles con enfermedades
como dengue hemorréagico, leptospirosis humana,
etc. En el area afectada existian factores
epidemi ol bgi cos predi sponentes que hacian pensar
gue la enfermedad que estaba circulando era la
leptospirosishumanay que estaentidad eralacausa
de las muertes reportadas por las autoridades de
salud publicadelaciudad de Santa Clara.

Con larealizacién de este trabgjo los autores
se propusieron confirmar microbiol égicamente si
€l brote epidémico ocurrido enlaprovinciade Villa
Clara, erade leptospirosis humana.

METODOS
MUESTRAS

Fueron estudiadas 244 muestras procedentes
de 215 pacientes. De ellas existian: 18 pares de
sueros de pacientes con sospecha de leptospirosis
y hospitalizados, 171 monosueros de pacientes
ambulatorios con sospecha de la enfermedad, 4
pares de sueros de pacientes con sospechaclinica
de laenfermedad, ingresadosy en estado critico o
muy grave, 3 monosueros de pacientes con
sindromefebril de etiologiadesconocida, 1 muestra
detgjido de higado, 1 muestradetejido derifiény
una muestra de tejido de pulmon, obtenidas de la
autopsia de un fallecido. De este caso y otro
fallecido, 2 sueros. Ademés un total de 16 muestras
de orinay 5 muestras de sangre para €l cultivo.
Todas las muestras fueron recibidas y estudiadas
en el laboratorio de leptospiras del IPK, en el
periodo comprendido desde los meses de junio y
julio de 1997. El criterio parala seleccion de las
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muestras usadas en cada técnica aparece descrito
en los lineamientos para el control de la
leptospirosis, editado por €l comité de expertosde
laOMS!

METODOSANALITICOS
Métodos bacteriol 6gicos rapidos

Examen directo en campo oscuro (EDCO):
metodol ogia descrita en los Lineamientos para el
Control y laPrevencidn de L eptospirosishumana,
editado por el Comité de Expertos de la
Organizacién Mundial delaSalud (OMS).!

Tincién de la inmunoperoxidasa: técnica
descrita por Terpstra WJ y otros.?2 Se usaron
antisueros policlonales de referencia, corres-
pondientes a los serogrupos:. Pomona, Canicola,
Ballum e Icterohamorrhagiae.

Métodos bacterioldgicos convencionales

Cultivo: despuésde observadas cadasiembra,
cada 5 d, en aquellas donde haya existido
crecimiento, se procedié arealizar subcultivos en
medios de K orthof enriquecido, los cualesfueron
examinadas durante 40 d. No se descarté ninguna
siembra hasta después de los 45 d de haberse
inoculado.!

Clasificacion deloscultivos: seutilizo latécnica
de MAT con antisueros policlonales especificos
de serogrupos de leptospiras. La metodologia
realizada aparece descrita en los Lineamientos
parae Control y Prevencién editado por laOMS.!

Métodos serol6gicos convencionales

Técnica serolégica de MAT: la metodologia
realizada aparece descritaen los Lineamientos para
el Control delaleptospirosis editado por laOMS.!

Técnicaserol 6gicade hemaglutinacién pasiva
(HA): lametodol ogia seguida aparece reportada.’
Seutilizé d antigeno ESS producido nacional mente
por LABIOFAM.

Métodos de avanzada

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):
el ADN delas muestras fue liberado por métodos
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térmicosy osmaticos. Se utilizaron los cebadores
Lep-1y Lep-2 especificos para amplificar un
fragmento de 631 pares de bases (pb)
correspondientes a gen ARN ribosomal 16-s de
Leptospira interrogans.>®

Hibridacién ADN/ADN (HAN): e producto
amplificado fue identificado a través de la HAN
mediantelasondalin-2 complementariaalaregion
variable V-2 del mismo gen. En los experimentos
se utilizaron, como controles positivos cultivosde
cepas de referencia de los 13 serogrupos mas
frecuentes encontrados en Cuba de Leptospira
interrogans_y como control negativo uno de
Leptospira biflexa.>®

RESULTADOS

Un total de 7 casos fueron positivos por el
método deHA, delos 18 estudiados, detectandose
infeccion activa, o sea, lapresenciade anticuerpos
de la clase IgM. A su vez 4 monosueros fueron
reactivos de los 171 pacientes sospechosos
ambulatorios.

Los4 casosgraveseingresadosfueron estudiados
por HA para detectar infeccion activay por MAT
paraconocer el posible serogrupo infeccioso. Todos
los casos resultaron positivos por ambas técnicas.
Por HA seroconvirtieron de no reactivo a reactivo
con titulos que fluctlian desde 1-80 y hasta 1-640.
Por MAT de no reactivo a reactivo con titulos que
estan en el rango desde 1-40 hasta 1-320. Los
serogrupos encontrados por MAT fueron:
I cterohamorrhagiae, Canicolay Pomona.

Resultaron negativospor HA y MAT lossueros
delos 3 pacientes con sindromefebril de etiologia
desconocida

Las 3 muestras obtenidas de la autopsia de un
fallecido fueron reactivas por EDCO y tincién de
la inmunoperoxidasa. De este caso y 2 mas,
también fall ecidos, fueron estudiados monosueros
por latécnicade HA, las cualesresultaron reactivas
con titulos de 1/10 hasta 1/160, respectivamente.
Sin embargo, por la MAT el primer caso fue no
reactivoy el segundo reactivo a serogrupo Canicola
con untitulo de 1/160.

Las 5 muestras de sangre, procedentes de los
casos ingresados, fueron cultivadas microbiol 6-
gicamente. Resultaron positivas 2. Setiparon con

antisueros policlonales y fueron ubicadas dentro
del serogrupo Ballum.

Las 16 orinas y los 5 hemocultivos fueron
estudiados por PCR. Fueron positivas2 orinasy 1
hemocultivo, tipado serolégicamente por MAT
dentro del serogrupo Ballum.

Todos las muestras amplificaron fragmentos
de 631 pb. Semostro sefia radioactivapor laHAN
utilizando la sonda Lin-2. Ambos métodos
permitieron identificar a la especie Leptospira
interrogans en estas 3 muestras. Resultados
similares fueron obtenidos con los cultivos de
referencia patdgena. Al estudiar las cepas
Leptospira biflexa de referencia, se obtuvieron
resultados negativos.

DISCUSION

La deteccion de anticuerpos aglutinantes por
diferentes métodos serolégicos aplicados al
digndstico de esta enfermedad, se ve af ectada por
una terapia agresiva, temprana e indicada antes
de la toma de la primera muestra, aunque la
respuesta individual de cada persona, también es
un importante factor que influye en la deteccion
de estasinmunoglobulinas.?

El comportamiento de la respuestainmune a
laleptospirosisesdiferente de un organismo aotro.
Cuando una persona se pone en contacto por vez
primera con las leptospiras, desarrolla una
diversidad de sintomasy signos que son diferentes
S se comparan con las de otro paciente. De ello
depende muy directamentelavirulenciay lacarga
antigénica de la cepa infectante.®

Es muy coman que existan concomitando en
la naturaleza diferentes serogrupos, con sus
serovariantes, que asu vez son excretadasa medio
ambiente por diferentes reservorios (salvajes o
domeésticos ) portadores de la enfermedad. La
infeccién en el humano es muy problable que se
produzca por mas de un serogrupo circulante. Si
estos serogrupos no estan representados en la
bateria de antigenos usados en latécnica aplicada
para la busqueda de anticuerpos, resultara
imposible identificar y clasificar serol 6gicamente
el caso en estudio.?

Factores como estos, pueden haber influido en
los resultados de este trabajo. Por los estudios
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epizootiol 6gicos realizados en el area afectada, se
reportd un alto indice de infestacion por roedores
(ratas), animal es domésti cos abandonados (perros
callgjeros) y de equinos gque son utilizados como
medio de transportacién urbana, sin embargo, la
reactividad por HA no se comporté de igual
manera; de todos |os casos estudiados solamente
fueron encontrados 11 positivos.

La confirmacion de un caso de leptospirosis
humana, implica obligatoriamente alertar a las
autoridadesdesalud, y asi g ecutar todaslasnormas
epidemiol 6gicas paralablsgueda de nuevos casos.
La confirmacion se realiza por los métodos
establecidospor laOM Sy el grupo de expertosen
leptospirosis.t

L os procedi mientos técnicos empleados para
la liberacion del ADN genémico, tanto por la
PCR y el HAN, resultan mas sencillos y préc-
ticos si se comparan con otros utilizados inter-
nacional mente.>®

Particularmente la sonda Lin-2 (secuenciano
reportada en la literatura), fue disefiada en el
Centro de Ingenieria Genéticay Biotecnologiade
Cuba. Es especifica para marcar € ADN de las
cepas patogenas de leptospiras. Se ha demostrado
su altaespecificidad en estudios donde se usan las
cepas de referencia patdgenas y saprofitas. Todo
esto facilito laidentificacion en las 3 mues-
tras estudiadas de la presencia de la espe-
cie L. interrogans, porque su ADN fue pre-
viamente amplificado.

Con los resultados obtenidos se confirmo
microbi ol 6gicamente la existencia de un brote de
leptospirosishumanaen laprovinciade VillaClara
Fueron aplicados métodos de diagndstico directos
eindirectos, lo cua posibilité brindar unarespuesta
rapida a las autoridades de salud publica
(MINSAP) de Cuba. También estos resultados
resultan tener una marcada importancia
epidemiol égica porue a partir de ellos se sugirio a
MINSAP, la aplicacion de la vacuna cubana vax
SPIRAL en la zona afectada, como parte de las
medidas contenidasen e Plan de Accién Emergente
aplicado al nivel nacional durantee afio 1997.
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SUMMARY

A multidisciplinary group was created to confirm the existance
of human leptospirosis in the province of Villa Clara where by
the end of June, 1977, there was a considerable increase of
febrile cases with symptoms and signs consistent with diseases
such as hemorrhagic dengue and human leptospirosis. The
National Laboratory of Reference of Leptospires from “Pedro
Kouri” Institute, organized a set of direct and indirect diagnostic
techniques as a working strategy that would serve to confirm
this health problem. As a final result, it was observed that the
Ballum, Pomona, Canicola and |cterohaemorrhagiae serogroups
showed the highest percentage of appearance among the studied
cases. A total of 7 cases had active infection, since they were
positives by the passive hemoagglutination method. The four
severe cases studied by passive hemoagglutination and
microagglutination were positive. Sera from the 3 patients with
febrile syndrome of unknown ethiology were negative by these
2 techniques. The 3 samples obtained from the autopsy of a dead
were positive by direct exam in dark field and staining of
immunoperoxidase. The monosera of the dead subjects were
higly reactive by passive hemagglutination (titers from 1-10
and up to 1-640). 2 hemocultures were typified as Ballum; 2
urines and 1 hemoculture were positive by polymerase chain
reaction. In this way, a fast answer was given to the health public
authorities from the Viceministry of Hygiene and Epidemiology
of Cuba on confirming microbiologically the existance of the
disease.lt was sugggested to administer the Cuban vax SPIRAL
vaccine in the affected area.

Subject headings: LEPTOSPIROSIS/ diagnosis;
LEPTOSPIROSIS/ epidemiology; MICROBIOLOGICAL
TECHNIQUES/ methods; DISEASE OUTBREAKS.
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