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RESUMEN

Se estudiaron 204 cepas de leptospiras, obtenidas a partir de hemocultivos de pacientes con
leptospirosis humana, procedentes de diferentes regiones del pais. Mediante las pruebas de
determinacion de especie se hall6 que todas pertenecian al complejo patogénico Leptospira
interrogans, y al caracterizarlas hasta serogrupo usando 13 sueros hiperinmunes se detectd
que los de mayor circulacién fueron Ballum, Pomona y Canicola. Por primera vez se
encontraron los serogrupos Pyrogenes, Autumnalis y Betaviae, no aislados con anterioridad
en pacientes con leptospirosis humana en Cuba. Estos resultados relacionan a los ratones,
cerdos y perros como principales reservorios de esta entidad y contribuyen al perfecciona-
miento de la vacuna cubana contra la leptospirosis humana.

DeCS: LEPTOSPIRA/isolation & purification; LEPTOSPIRA INTERROGANS/isolation
& Purification; LEPTOSPIRA/diagnosis; LEPTOSPIRA/immunology.

La leptospirosis, actualmente una de
las zoonosis de mayor difusién en Cuba y en
el mundo, es causada por el complejo
Leptospira interrogans sensu lato.'? El hom-
bre se infecta al ponerse en contacto direc-
to o indirecto con la orina de roedores, cer-
dos, bovinos y perros, que son los animales
mads frecuentemente involucrados en la trans-
mision de la enfermedad.

El cultivo bacterioldgico como método
de diagndstico es de gran importancia,
porque constituye una prueba irrefutable de
la causa de la enfermedad; permite el ais-
lamiento del microorganismo asi como la
identificacién y clasificaciéon de la cepa
infectante.>¢

Los resultados de los aislamientos son
esenciales para los estudios epidemiold-
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gicos, en los que se desea determinar la
presencia de leptospiras en la naturaleza y
posibles reservorios de cepas que puedan
estar afectando al hombre y los animales,
asi como los principales serogrupos y
serovares circulantes en un area determi-
nada. Ello permitird entonces la formula-
cién de preparados vacunales efectivos con-
tra esta entidad.>*

En Cuba, los trabajos de identificacién
y clasificacion de cepas de leptospiras han
resultado escasos, se han limitado a cepas
aisladas de animales y algunos estudios de
pacientes, por lo que con este trabajo se
decidi6 realizar por primera vez la carac-
terizacion seroldgica de un amplio grupo
de cepas de leptospiras, aisladas de
hemocultivos de pacientes con leptospirosis
humana, procedentes de diferentes regio-
nes del pais.

METODOS

Durante los afios 1996-2000 fueron re-
cibidos en el Laboratorio Nacional de Re-
ferencia de Leptospiras del IPK un total de
228 aislamientos de leptospiras, enviados
desde diferentes regiones del pais. De ellos,
127 procedian de Holguin, 65 de Villa Cla-
ra, 15 de Ciudad de La Habana, 13 de Las
Tunas, 5 de Matanzas, 2 de Pinar del Rio y
1 de Granma. Después de comprobar su
pureza por el método Examen Directo en
Campo Oscuro (EDCO), las cepas fueron
subcultivadas en medio selectivo para
leptospiras (Korthoff modificado + suple-
mento SVAT)** inoculadas a razén de 0,1 mL
por cada 5 mL de medio e incubadas a
28-30 °C. Los cultivos fueron observados
cada 5 dias macro y microscopicamente por
EDCO. Para su identificacién como cepas
patogenas se les realizd la prueba de la
8-azoguanina y el crecimiento a tempera-
turade 13 °C.4
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Una vez identificadas las cepas se pro-
cedid a la caracterizacion seroldgica me-
diante la técnica de Microaglutinacién de
Serogrupos con Antigenos Vivos (MAT). Se
usaron los sueros hiperinmunes o poli-
clonales correspondientes a 13 serogrupos
del complejo L. Interrogans (Icterohae-
morrhagiae, Canicola, Pomona, Ballum,
Pyrogenes, Hebdomadis, Tarassovi, Sejroe,
Australis, Grippotyphosa, Bataviae,
Autumnalis y Shermani). Para ello se apli-
c6 el procedimiento descrito en los
Lineamientos para el Control de la
leptospirosis, editado por el Comité de Ex-
pertos de la OMS.?

RESULTADOS

Al realizar las pruebas de determina-
cion de especie al grupo de cepas en estu-
dio se hall6 que todas pertenecian al com-
plejo patogénico L. Interrogans, ya que res-
pondian negativamente a éstas.

Los resultados de la caracterizacion
seroldgica de las cepas se detallan en la
tabla.

Al determinar la frecuencia porcentual
de aparicion de cada uno de los serogrupos
resultantes se determind que el serogrupo
Ballum estaba presente en el 55,70 %
(127/228) de las cepas estudiadas, Pomona
enel 22,80 % (52/228), Canicola 14,03 %
(32/228), Icterohaemorrhagiae 1,75 % (4/228),
Pyrogenes 1,31 % (3/228), Tarassovi 1,31 %
(3/228), Australis 0,87 % (2/228), Hebdo-
madis 0,87 % (2/228), Sejroe 0,43 % (1/228),
Autumnalis 0,43 % (1/228) y Bataviae
0,43 % (1/228).

DISCUSION

Las especies de leptospiras patogenas
para el hombre se encuentran ubicadas



TABLA. Resultados de la caracterizacion seroldgica por MAT de las cepas estudiadas, segtin su procedencia.

No. de cepas

Procedencia estudiadas

Serogrupo

No. de cepas
por serogrupo

Holguin 127

Villa Clara 65

Ciudad de
La Habana 15

Las Tunas 13

Matanzas 5

Pinar del Rio 2
Granma 1

Icterohaemorrhagiae

Icterohaemorrhagiae

Ballum 82
Pomona 24
Canicola 19
Pyrogenes 1
Australis 1
Ballum 32
Pomona 20
Canicola
Tarassovi

S

Hebdomadis
Pyrogenes
Australis
Canicola
Pomona
Ballum

Pyrogenes
Ballum
Pomona
Canicola
Ballum
Canicola
Bataviae
Autumnalis
Sejroe

__m a N WNPEN—_,NWPRRCI—= = NN

taxondmicamente dentro del complejo L.
Interrogans,* por lo que son vilidos los re-
sultados encontrados al realizar las prue-
bas de determinacion de especie a los ais-
lamientos en estudio, ya que todos prove-
nian de muestras de sangre humana.

Los resultados de la caracterizacion
serolégica mostraron que en diferentes re-
giones del pais circulan serogrupos comu-
nes como: Ballum, Pomona y Canicola, aun-
que se encuentran algunos especificos en
determinadas regiones. De forma general
se detectaron 11 serogrupos diferentes y
prevalecié Ballum, seguido por Pomona y
Canicola como los principales, aunque tam-
bién se encontraron otros serogrupos que
no habian sido aislados de pacientes con
leptospirosis humana en Cuba como:

Pyrogenes, Autumnalis y Bataviae. Estos
dos ultimos fueron aislados y precarac-
terizados en una misma region, mientras
que el primero fue aislado en tres regiones
diferentes pertenecientes al occidente,
centro y oriente del pafs.

Sobre los hallazgos del estudio debe
mantenerse una estrecha vigilancia mi-
crobioldgica, epidemioldgica y epizootio-
logica, pues estas cepas podrian formar
parte de la estructura antigénica de nuevas
formulaciones vacunales, tanto de uso hu-
mano como veterinario. Internacionalmente
se informan con frecuencia nuevos serovares
de leptospiras,’ lo que hace que la taxono-
mia de este grupo bacteriano se mantenga
en un constante cambio, COmMo consecuen-
cia también del surgimiento e incorpora-
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cién de nuevos métodos que permiten diri-
gir el estudio de las cepas a niveles
moleculares.3

En Cuba hasta el comienzo de la déca-
da del 90, los principales grupos de riesgo
eran inmunizados con una vacuna soviética
constituida por serovares de los serogrupos
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa,
Pomona y Hebdomadis." A causa del as-
censo brusco de casos de leptospirosis que
se produjo en el pais por la reduccién en la
importacion y aplicacion de este producto,
se decidi6 la elaboracion de la primera va-
cuna cubana contra esta entidad a partir de
1994 y se utilizaron para ello cepas
autdctonas. No debe dejar de mencionarse
que en algunas de las regiones estudiadas,
los principales grupos de riesgo han sido
inmunizados con este preparado vacunal
constituido por los serovares Copenhageni,
Canicola y Mozdok pertenecientes a los
serogrupos Icterohaemorrhagiae, Canicola
y Pomona respectivamente.!? Esto pudiera
explicar la alta prevalencia del serogrupo
Ballum, el cual no integra hasta el momento,
la bateria antigénica de dicho inmunégeno.
Quizas ésta pudiese ser también la causa
de que el serogrupo Icterohaemorrhagiae
haya sido aislado en menor proporcion.

A pesar de la importancia que presen-
ta el aislamiento y caracterizacién de ce-
pas de leptospiras, no solo desde el punto
de vista epidemiolégico y de la formula-
cién de preparados vacunales, sino también
por la asociacion que se puede establecer
entre éstas con determinados cuadros clini-
cos, no se ha podido implantar este estudio
en todas las provincias del pais, dadas las
caracteristicas especiales que tiene el
hemocultivo que requiere medios de culti-
vos especificos, muy ricos y facilmente
contaminables, asi como largos periodos de
incubacién por la lenta velocidad de creci-
miento de esta bacteria.!** Es por ello que
no se cuenta con investigaciones anteriores
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similares en extension al presente estudio.
El trabajo de Regalado y colaboradores
durante el periodo de 1987 a 1989, al aislar
y caracterizar 22 cepas de leptospiras a
partir de muestras de sangre humana, con-
juntamente con otras cinco aisladas de agua
y suelo, provenientes de Ciego de Avila,
Camagiiey, Holguin y Las Tunas, hallaron
que éstas pertenecian a los serogrupos
Icterohaemorrhagiae, Pomona, Australis,
Canicola y Hebdomadis. ' Posteriormente,
Saltarén, durante 1996 al elaborar sueros
hiperinmunes contra diferentes serogrupos
de leptospiras, estudié 20 cepas obtenidas
de hemocultivos en la provincia de Holguin
y resultaron Ballum, Canicola y Pomona los
unicos serogrupos encontrados. [Saltarén A.
Agrupacién seroldgica de cepas de
leptospiras por el método de aglutinaciéon
microscpica con sueros hiperinmunes (tra-
bajo para optar por el titulo de Master en
Ciencias). C. de La Habana. Instituto
“Pedro Kouri”,1996.]

Como es conocido, las leptospiras se
encuentran habitualmente en determina-
das especies animales, lo que les confie-
re el estado de huésped o reservorio.*
Segtin los resultados obtenidos puede pen-
sarse que las principales especies rela-
cionadas con la enfermedad en estas re-
giones son los ratones, cerdos y perros,
que se corresponden fundamentalmente
con los serogrupos Ballum, Pomona y
Canicola respectivamente. Esto constitu-
ye una llamada de alerta desde el punto
de vista epidemioldgico y epizootioldgico,
que facilita dirigir una serie de medidas
de control hacia estos grupos.

El presente trabajo contribuye al co-
nocimiento de la epidemiologia de la
zoonosis de referencia en Cuba, por consti-
tuir el primer estudio de un amplio niimero
de cepas de leptospiras aisladas en seres
humanos y provenientes de diferentes
regiones del pais.



SUMMARY

204 strains of leptospires were obtained from the hemocultures of patients with human leptospirosis from
different regions of the country. On using the species identification tests, it was found that all of them belonged
to the Leptospira interrogans pathogenic complex and on characterizing them up to serogroup by using 13
hyperimmune sera, it was detected that Ballum, Pomona and Canicola had the highest circulation. For the first
time, the Pyrogenes, Autumnalis and Betaviae serogroups, which had not been previously isolated in patients with
human leptospirosis in Cuba, were found. According to these results, rats, pigs and dogs are the main reservoirs
of this entity and they contribute to the improvement of the Cuban vaccine against human leptospirosis.

Subject headings: LEPTOSPIRA/isolation & purification; LEPTOSPIRA INTERROGANS/isolation &
purification; LEPTOSPIROSIS/diagnosis; LEPTOSPIROSIS/immunology.
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