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R. A. HARTSKEERL (HOLANDA)

Contamos en esta reunion con la presencia de 17 paises, por 1o que tenemos una buena cantidad

de publico internacional, la mayoria de América Latina; también contamos con la presencia de
conferencistas invitados de muy reconocido prestigio en leptospirosis.

Pienso que es una buena oportunidad para discutir la situacion de la leptospirosis en América

Latina. Especialmente leptospirosis humana, la cual se encuentra subestimada en esta region. Me
gustaria usar esta reunién, para discutir con ustedes las necesidades, los métodos (diagndstico,
procedimientos, medidas de control, estandarizaci6n internacional) que pudieran ser factiblesy Utiles
en el area latinoamericana.

Empecemos con el diagnéstico, creo que abriré la puerta si digo que existe una subestimacion

mundial de laleptospirosis, comencemos con esta hipoétesis. ¢Quiere alguien opinar sobre esto?
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GENEVIEVE ANDRE-FONTAINE (FRANCIA)

Considero que estaes unareunion muy importante porque la percepcion delos puebl oslatinoamericanos
es ago diferente ala de otros debido a que tienen poca conciencia de la leptospirosis. Por tanto es muy
interesante hablar con personas que estan dia a dia en contacto con laleptospirosis, con enfermedadesen los
humanos, pero incluso en animales.

Eslaprimeravez que oigo sobre laleptospirosis humana cronica.

Sobre el diagndstico por la técnica de microaglutinacién (MAT), eslareglade oro, pero tenemos que
progresar en las pruebas serol 6gicas. Creo, que siempre se estandarizan pruebas contraMAT, siempreesel
mismo problema para mi, MAT detecta |os anticuerpos aglutinantes contra L PS de leptospirosis, pero hay
otros antigenos alos que tenemos que hacerle seguimiento serol6gicoy MAT no siempre se correlacionacon
la respuesta seroldgica a otros antigenos. Nosotros, pienso, tenemos mucho trabajo que hacer acerca de
estos nuevos tipos de pruebas de respuesta serol égica, no solo para los anticuerpos aglutinantes.

BEN ADLER (AUSTRALIA)

Quiero hacer dos comentarios. El primero es sobre la serologiay ustedes saben que muchas pruebas se
han propuesto detiempo entiempo y hemosvudto alahemaglutinaciénindirectay alafijacién del complemento
y luego el ELISA, etc. Pero si observamos cadalaboratorio diagndstico, incluyendo € mio en Australia, ain
usamos MAT y pienso que esto nos dice algo, pienso que nos dice que detodas las pruebas MAT eslamejor,
s existe unatan buena como ellapor qué no lausamos. Larazon es porque no hay ningunatan buenacomo
ella. Este esel primer comentario. El segundo es sobre las nuevas formas de diagnéstico, y quiero preguntar
s alguien estd usando PCR como prueba de rutina para detectar leptospirosis en sangre, orina, CSF o0 en
cualquier otro fluido en sulaboratorio.

CARMEN FERNANDEZ (CUBA)

Nosotros no 1o usamas, pero nos gustaria introducirlo, especialmente en las muestras de orina como
método rdpido para la deteccion. Sabemos que actualmente hay laboratorios que 1o usan y creemos que lo
podremos usar también tan pronto como esta técnica se abarate.

BEN ADLER

Creo que ese es parte del problema. Soy tan cul pable como cual quiera de |os que nos encontramos aquii,
porquetal vez en mi laboratorio hacemos milesde PCR al afio paraunainfinidad de cosasy sin embargo no
lo usamos para el diagndstico de rutina, y creo que tal vez deberiamos; por eso fue que hice la pregunta.

MARINA CINCO (ITALIA)

Pienso quelamayoriade nosotros estade acuerdo en que MAT eslapruebaparacomparar con cualquier
otra. Eslamejor que se puede usar, es muy especificay esta es una cualidad que no encontramos en otras
pruebas para otras bacterias y esto es muy importante. Cuando se tiene un resultado positivo por MAT, uno
esta seguro de que tenemos un caso de leptospirosis, por supuesto en asociaci én con algunos sintomas, pero
también sin los sintomas, por lo que MAT es unatécnica muy buena. Eslamejor, aun con la subvaloracion
gue existe y no todos los laboratorios pueden realizarla, por eso tenemos la necesidad del método mas
estandarizado que pueda usarse en los laboratorios periféricos. Esto ayud6é mucho en Italia hace unos afios
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hospitales. En estos se usan pruebas comercialescomo ELISA y MAT,; serealizan solo en un laboratorio, el de
referencia, por tanto es el mejor, pero no todos |os |aboratorios pueden realizarlo y ustedes saben e por qué.

Mi segundo comentario es sobre las pruebas de aglutinacion que detectan IgM e 1gG y anticuerpos
aglutinantes que se encuentran dentro del pacientey esto es muy importante también.

MARGARIDA COLLARES (PORTUGAL)

Paracontinuar con estaideadelaMAT, estasigue siendo lapiedraangular del inmunodiagndstico, pero
hay limitacion y escasez de personal especializado, de personal que necesita equipamientos, aunque haya,
pienso en | os paises pequerios o en | os paises donde laleptospirosis no estan frecuente, tenemos un laboratorio
de referencia donde hay condiciones pararealizar MAT, pero los |aboratorios pequefios, como dijo Marina,
deben basicamente comenzar con aquellas pruebas de monitoreo que sirven para discriminar los resultados
falsos, dudosos o positivosy luego el |aboratorio de referenciarealizalaconfirmacion. En mi experienciaen
las Islas Azores donde no hay instalaciones para realizar MAT, estamos buscando una aternativa para
realizar una prueba de macroaglutinacion en lamina, una prueba rgpida que ellos tengan y puedan luego
enviar laspruebasdudosasal isboa. Pero al final, siguesiendo MAT launicapruebaque nos puede confirmar
aun en muestras Unicassi hay untitulo positivo, y entonces estamos seguros de que es un caso de leptospirosis.

Laayuda del PCR, es particularmente importante en los casos tempranos de la enfermedad donde no
hay tiempo de detectar 1os anticuerpos aglutinantes y para mi es particularmente importante en los casos
fatales, aguellosquellevan aunfinal fatal muy prontoy no hay tiempo suficiente paradetectar |os anticuerpos
porgue estos no aparecen o porque el aislamiento esdificil. Por tanto paralos propdsitos de rutina, pienso, en
estadios tempranos de la enfermedad, si queremas confirmar la presencia directa de la Leptospira, €l PCR
es de gran ayuda, ademas de la MAT, porgue este no puede decirnos todo sobre los anticuerpos, por lo que
pienso que parainvestigar, debemosir al inmunobl otting, tratando de comprender mejor quétipo, por g.emplo,
de proteina L PS encontramos en nuestros casos positivos.

ARON D" ALEXANDER (EUA)

Quiero decir que laleptospirosis es unaenfermedad del médico, en el sentido de que esimportante tener
la certeza de un médico al diagnosticar laenfermedad, que este piense en laleptospirosis.

Sé de personas agui que han hablado de los métodos de diagnostico de leptospirosis, pero segin mi
experiencia la forma mas facil de diagnosticar leptospirosis es por €l aislamiento del organismo, es muy
simple, solo necesitas el medioy la seguridad de que estas estableciendo el diagndstico.

CARMEN FERNANDEZ

Tengo una pregunta sobre la microaglutinacion y deseo aprovechar que estén todos ustedes aqui. Cémo
interpretar | os resultados obteni dos por microagl uti naci dn teniendo un sol o suero que puede ser reactivo, perotal
Vez no es positivo. Por g emplo un suero con un titulo de 1:160 necesitaria un segundo suero para saber si hay
seroconversion, caso positivo. Teniendo en cuenta que hay casos en los que puede estar laepidemiologiay los
sintomasy no ser un caso de leptospirosis; aun con un titulo de anticuerpo elevado de este paciente, y que sin
embargo lainfeccidn esta causada por otro microorganismo. Por 1o que quisierague me aclararan este aspecto.

BEN ADLER

En &l diagndstico humano, no puedo comentar en el aspecto veterinario, tal vez Genevieve pueda; hubo
muchas llamadas de las comisiones y he tenido que recordarles todo el tiempo cuando discutimos casos
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particulares, que un examen de laboratorio es parte de su diagnéstico general, y no es algo que uno firme si
0 no. Cuando alguna comisién me llamay me preguntasi si 0 no, yo digo no, ustedes son los que tienen que
decir si 0 no. Puedo ayudarlos, puedo discutir con ustedes, pero son ustedes |os que estan viendo al paciente
y la decision de ustedes tiene que basarse en numerosos factores, |os factores epidemiol 6gicos, la historia
clinica, la presentacion clinica, los signos, los sintomas y |os examenes serol 6gicos. El examen serol égico
puede ser una de estas cosas, infeccidn actual, infeccidn pasada, 10 que sea, pero al final ustedes tienen que
hacer el diagndstico y no yo, nosotros podemos ayudar, discutir los sintomasy juntos|legar aconclusionesy
decimos entonces probablemente si, probablemente no. Pienso que hay que ser cuidadoso. Cual quier examen
de laboratorio es solo un agente, no es larespuesta si 0 no, que usted quiere.

ANDRE-FONTAINE

Estoy de acuerdo, en una encuesta a pacientes hospitalizados en Francia, hicimos unaencuesta serol 6gica
y paraidentificar verdaderaleptospirosis decidimos, junto con €l instituto Pasteur, quetodos|os pacientes que
tuvieran un suero, 1:20, 6 2 sueros con 2 semanas de diferencia con un incremento cuédruple en €l titulo
serian positivos.

RAUL CRUZ (CUBA)

Todos coinciden, convocan a usar lamicroaglutinaci én. Nosotros también estamos de acuerdo. Pero en
este momento en el sistemaveterinario todos|osproblemas estédn en el servicio dediagnésticoy en el caso de
nuestra red de salud toda esta equipada. Los 15 laboratorios en las provincias estan preparados para usar
estatécnica. Con respecto alahemaglutinacion, pienso que es muy importante, asi como algo que el profesor
menciono, el aislamiento, especialmente en |os paises en |os que hay vacunacion. Creemos que laestructura
de la vacunacion debe estar de acuerdo con la situacion epidemiol égica. Necesitamos el aislamiento y la
razén principal esincluir los humanos hasta un punto que nos dé una respuesta sobre la proteccion. Lo que
veo es que la hemaglutinacion se usa en los hospitales, en menos grado en las provincias y en todos ellos
como monitoreo, tenemos que hacer aislamiento de las cepas, esa es nuestra apreciacion. En cuanto al
diagndstico usamos| os sueros pareados con lamismainterpretaci dn que se harecomendado i nternaci onal mente.

O. SABOURNIN (CUBA)

Estamos de acuerdo en todo |o expresado por |os prestigiosos profesores. Aungue, quisiera enfatizar en
laserologiay el aislamiento. En |os Ultimos afios hemos realizado cerca de 1 400 aislamientos de cepas de
pacientes, en los que hemos hecho lo que €l profesor Alexander dijo a principio, el pensamiento clinico del
meédico, la decision clinica del médico, quien inmediatamente piensay manda a redlizar 10s examenes y
hacemos|os aidamientos, sin embargo menos de 50 % son positivosalaserol ogia. ¢Por qué? Porquereciben
tratamiento inmediato y no hay estimulacién del sistema inmune para crear anticuerposy esa es una de las
cosas que hay quetener en cuenta, incluyendo que ni con lahemaglutinaci én obtenemos positividad serol 6gica.
Queremosinsistir en esto, € aidamiento eslamejor de todas y la microagl utinacidn esimportante, pero 1o
mas importante es el pensamiento del clinico paraaidar la cepa.

R. A. HARTSKEERL

Pienso que e aidamiento esesencia paralaepidemiologiay también parael diagndstico. Lasubestimacion
delaleptospirosis se debe al diagndstico dificil enlaclinicay en el laboratorio. Podemos hablar delaMAT,
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pero quisiera saber ¢quién de ustedes realiza MAT? bien, la mayoria de ustedes. Ahora, ¢quiénes usan las
pruebas rapidas? Pocos, ¢Jas necesitan? ¢Hay necesidad de las pruebas rapidas? eso es otra cosa. ¢Pueden
levantar las manos? Porque quiero saber si hay necesidad de esto. Ahora PCR.

GABRIEL TRUEBA (ECUADOR)

Creo que a pesar de que laMAT es uno de los més efectivos o laregla de oro, como ustedes dicen, hay
otras pruebas que pueden aplicarse en este campo y creo que es importante para los paises como Ecuador
usar esta prueba para el diagndstico y prevenir brotes y enfermedades. Asimismo, junto con esto debemos
tener un laboratorio de referencia para hacer los MAT y pienso también que debemos ser més abiertos en
cuanto al uso del PCR y convocar a todos a comprender que hay muchas técnicas, muchas de €ellas son
buenas, pero tenemos que evaluar otras técnicas para conocer cual es la més adecuada y conveniente para
ser aplicada en términos de diagndstico.

ALINA LLOP (CUBA)

Conocemoslasituacién en Latinoamérica. Lahemos visitado y trabajamos en uno de estos paises luego
del huracan Mitch, dondelaincidenciafue ata, no habiadiagndsticoy creo que en los paisesdelaregion hay
faltadetécnicasdediagnostico, ellos no piensan en laleptospirosisy creo que es algo que debemos enfrentar,
es decir, tenemos que tratar de encontrar diagndsticos que sean mas accesibles a diferentes rangos de
pacientesy no tan caros como el PCR, porque en la actualidad PCR es muy caro paralaregion. En México
nadie puede usarlo y en estos paises se importan muchos rodenticidas porque en las calles cualesguiera
tropieza con unarata. Creo que lasituacién es esos paises debe ser comprendida por expertos para encontrar
algo que solucione este problema. Pienso que labiologiamolecular tiene un gran reto, es decir poner esto al
alcance detodosen Latinoameérica, pero tal vez los grandes pensadores de laMi crobiol ogia deberian encontrar
un camino mas féacil. La MAT es buena, el PCR es bueno, pero hay que pensar desde € punto de vista
empirico. Otracosa es que estos paises, de los cual es tenemos experiencias yaque hemos estado en ellos, no
tienen unainfraestructurade laboratorio quelespermitarealizar a gunas pruebas como lade microaglutinacion
y esto es muy importante. Estoy de acuerdo en que esto hay que centralizarlo, pero la Unica forma que
tenemos es a través de un laboratorio de referencia, es algo que le hemos sugerido a estos paises, con €l
personal que puede ser entrenado para solucionar este problema, pero considero que el gran reto paralosque
estan involucrados en € estudio de laleptospiraen el diagnéstico es que el clinico debe tener otrastécnicas,
PCR existe, pero hay gue contar con unainfraestructuraque no es posible en estos momentos. Creo que algo
hay que hacer, encontrar otraforma, pero por supuesto mas barata. Este esel gran reto de los|eptospirdlogos
en estos momentos, encontrar otras vias, no el PCR, ni € MAT.

OLGA GINEBRA (CUBA)

En 1997 tuvo lugar en Cuba una Reunién Nacional sobre leptospirosis donde participo €l representante
dela OPS Primo Arambulo, €l cual hizo un resumen delacirculacion de leptospirosis en AméricaLatinay
el Caribe. En este informe se pudo apreciar que todo el estudio estaba relacionado con veterinaria, sin
embargo en humanos sélo 1 6 2 laboratorios trabajaban la serol ogia para leptospirosis. En Cuba, a pesar de
| os problemas econdmi cos que tenemos, se realiza diagndstico en cada provincia, con sus problemas, perolo
tenemos y sabemos qué esta circulando en Cubay que sucede aqui; tenemos incluso unavacuna. Lo que sé
y quiero llevarle a ustedes es que la primera cosa que necesitamos tener es una habitacion pequefiay hacer
ali a menosHA, a menosiniciamentey luego tener laMAT s puede hacerse 0 apoyado por losveterinarios,
pero hay otros que econdémicamente no pueden mantener un laboratorio donde haya MAT y sabemos que
esto es |o que pasa en Latinoamérica, porque no sabemos que esta circulando en América.
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Quiero preguntar: ¢Cudl titulo se considerapositivo en MAT parael diagndstico clinico, sobrelabase de
cudl titulo? No diria sueros pareados si tenemos la epidemiologiay laclinica? ¢Cuando tengo que evaluar
esto? He leido sobre €l temay aveces sedice 1:10, otras 1:40 y otras 1:100, ¢cud de estos es € correcto?

MARINA CINCO

El titulo més bajo para ser positivo en nuestro pais es 1:100, y por supuesto tiene que haber 2 muestras
con 15 diasdeintervalo entredlasy seobservalaseroconversion. Pero en cuanto alosestudios epidemiol égicos
esto es muy controversial. Hemos hecho muchos estudios seroepidemiol 6gicos y tuvimos que bajar nuestro
limite hasta cerca de 1:50 e hicimos esto paratener base para hacer |os estudios seroepidemiol 6gicos, y no
estoy segura de gque sea correcto, porque depende de cuan vigjasealainfeccion, por lo que € titulo empieza
abgjar y a baar, esto eslo que se acordd y no estoy segura de que sea verdadero.

R. A. HARTSKEERL

Estoy de acuerdo conlo quedijo Marinay hay unadiferenciasi seest& haciendo un estudio epidemiol 6gico
0 si seestahablando de diagndstico. Pienso que si hablamos de diagnéstico y usted tiene solo unamuestra y
un titulo bajo y tiene que determinar si s positivo 0 negativo, creo que no hay unarespuestageneral. En un
areapoco endémica 1:200 puede ser positivo, pero en un &reamuy endémica, donde hay muchaleptospirosis,
donde hay muchas otras infecciones, tiene que tener un gran antecedente de titulos altos por MAT. Untitulo
de 1:200 no seriasignificativo, por o quetiene que usar sutitulo masalto. Pienso que esto debe estudiarse de
acuerdo con la situacion de cada uno. No hay respuesta general paraello.

DRA. MARGARIDA COLLARES

Eraeso delo que queriahablar. Tenemos que considerar si hablamos de zonas no endémicas, en estasun
titulo alto tiene un alto significado, pero si esun &reaendémica, creo que agui en Cuba han tenido éxito con
los cultivos, es mejor s puede confirmar si hay un aislamiento y luego tratar de comprender, de comparar
cual eslareactividad real del pacientea que selehizo el aislamiento, y asi puede comenzar atener experiencia
€ON SUS propios casos, comparandol os con los que tuvieron aislamiento positivo y tuvieron ciertareactividad
paraestablecer el nivel por €l cual se considerarapositivo. Por |o que presten atencion alas zonas endémica
0 no endémicas porque su significacion estotalmente diferente.

R. A. HARTSKEERL

Podemos pasar a siguiente tema, lavigilanciay el control. Me gustaria comenzar con lavigilancia.

Nosotros en este momento tenemaos un proyecto de investigaci 6n sobrelared de colaboracién en América
Central, también Cuba participa, y tiene que ver con las fiebres hemorragicas, no solo el diagnéstico, sino
también la vigilanciay la vigilancia internacional en &reas muy endémicas. Basados en esto, me gustaria
conocer directamente del publico su opinién sobre estas redes de col aboraci on autosostenibles. ¢Dolores?

DOLORES G. GAVALDON (MEXICO)
Luego del taller, lapreocupacion principal delos delegados delos paises presentesen el curso, eslaidea

de la creacion de una sociedad, |a Sociedad Latinoamericana de Leptospirosis, en este sentido, estamos
buscando |aposibilidad de tener unareunion dondeintercambiar nuestras experienciasy hablar delosdiferentes
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métodosy problemas que nuestros paisestienen; y por tanto laprimerapropuestafue de unareunién en 2 afios en
Honduras y solicitar la colaboracion de la Sociedad Internacional de Leptospirosis. Tenemos interés, los
participantes |atinoamericanos: Cuba, Colombia, Brasil, México, Chile, Panama de crear esta sociedad.

R. A. HARTSKEERL

Esta claro que usted esta proponiendo en este momento la creacion de una sociedad para leptospirosis
gue trabaje solo en Latinoamérica.

DOLORES G. GAVALDON

En este sentido hemos tratado de saber qué definir como Latinoamérica. Al principio, decidimos tener
unasociedad latinoamericana, por supuesto, queriendo decir Latino América, tenemos que acordar incluir
los paises hispanohablantes de laregién o solo algunos de laregion, pero si queremos crear esta sociedad.

D' ALEXANDER

Es unaidea muy buena, pienso que pueden contactar la oficina PAHO, que podria ayudar.

OTRO PARTICIPANTE

En & Caribe hay paises como Jamaica, Barbadosy otros quetienen a gunainformacion sobreleptospirosis.
El Centro Caribefio de Epidemiol ogiaesmuy importante. Su boletinibaaincluir algunosreportesdeleptospirosis
en el Caribe. Pienso que es €l primer paso de este centro para certificar € diagndstico y los estudios de la
entidad en el Caribey como €l profesor dijo, también tenemos PAHO, pero creo esimportante que |os paises
caribefiosy | atinoamericanos [leguen aun consenso sobre | os casos con sospechade leptospirosisy creo que
esta es unaforma de hablar el mismo lenguaje, y de saber que estamos hablando de los mismos parametros
porgue sabemos que en México hay criterios sobre algunos casos y sabemos también que Cuba tiene un
programa muy bien establecido en el que se incluyen las funciones del Ministro de Salud. Creo que este
programa de Cuba debe analizarle y examinarse porque es muy exitoso y muy entendible, yaque tiene un
grupo de accionesy de experiencias. Por ejemplo, Jamaicatiene conocimiento deleptospirosis, pero no tiene
programa; lo mismo ocurre con Barbados, conocen la morbilidad, pero no tienen programa. Estas son
acciones aisladas, pero pienso debemos apuntar hacia la accion conjunta.

OTRA PARTICIPANTE

Entiendo la necesidad que tienen de tener una organizacion regiona para América Latina, ya que de
hecho ustedes viven en una parte diferente del mundo, son éreas diferentes, son éreas tropicales. Para mi
ustedes tienen més leptospirosis que la que tenemos en otros hemisferios, por eso entiendo la necesidad de
estar juntos en cierta medida, ustedes necesitan estandarizar sus patentes, por gjemplo tienen necesidad de
estandarizar el MAT, tienen las mismas condiciones basi cas; |a Uinica cosa que pienso deben considerar es el
riesgo de que si estén sol os, solo | os hispanohabl antes, tratando de luchar y de resolver sus propios problemas.
Creo que pueden incorporar agunas personas delaOMS, de centros internacional es de referencia para que
Sean sus asesores, 0 en cierta medida para que los ayuden a encontrar las soluciones, 1as soluciones basicas
parael &realatinoamericana, tratando de utilizar las experiencias de otros paises, de otras personas, tratar de
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llevar esos resultados alalLS, porque eslainstanciainternacional y todos necesitamos estar representados
alli, personas de todas las regiones del trépico y de otras areas importantes. Comprendo muy bien esto y
estoy afavor de la creacion de estas organizaciones regionales.

R. A. HARTSKEERL

Yo pienso que es perfectamente posi bl e tener organi zaci ones especificas entre | os paises | atinoamericanos,
paises que hablan el idioma espafiol ; teniendo su propia organizacion, sus reuniones separadasdelalLS. La
india, por ejempl o, tiene organi zaciones como esta. Por 10 que yo ho tengo objecion, no veo objeciones para
gue tengan su propiaorganizacion, sus propias reuniones, intercambio deinformacion en su propio lengugje;
Yy por supuesto es bueno discutir con PAHO y WHO, pero no pienso que haya ningn problema.

MARINA CINCO

Recuerdo que en la década del 60 habia representantes | atinoamericanos en la OMS, si recuerdo bien
habia alguien de Argentinay en la Conferencia de Ciudad México en 1964 habia un grupo muy bueno de
leptospirosis, siempre hubo alguien y no veo por qué no se podriacomenzar de nuevo.

DOLORES G. GAVALDON

Duranted cursocas d final tuvimoslaideay € entusiasmo, pero tenemos pocaexperienciay orientacion.
En aguel momento se habl 6 de buscar el reconocimiento dela OPS-OMS, algun tipo de reconocimiento. La
doctora Carmen Ferndndez seria una buena organizadora en este sentido, y ahora que estén ustedes aqui le
pedimosal doctor Hartskeerl que fueranuestro tutor o padrino. Esto es solo un comentario, pero pienso que
eslo que muchos sienten. Los expertos pudieran ser en algunamedidalos asesores en diferentes momentos
de preocupacion que pudieran surgir. De lo otro que hablamos con el doctor Hartskeerl fue delaasociacion
a diferentes niveles de todos los protocolos, normas y regulaciones. Pensamos que a través del doctor
Hartskeerl podriamos obtener un modelo, personal mente hablando, pienso quetodos estaran de acuerdo con
solicitar su colaboracion, algun tipo detutoria, o consejeriaen estaasociacion. Muchos creen que esto yaesta
creado, que solo necesita ser reconocido, que esto es lo que falta.

OSCAR VELAZCO CASTREJON (MEXICO)

Hace tres meses en México estuve con el doctor Alvarez, un epidemidlogo que esta muy interesado en
laleptospirosis. El vio el trabajo que preparéy los problemas que estdbamos enfrentando en |a Secretariade
Saludy medijo, Oscar, veo que hay muchas personas en méxico que mueren de leptospirosisy la Secretaria
de Salud le da otro nombre, por 1o que quiero que hagan lo siguiente, después de ver qué ustedes estan
haciendo, celebren unareunidn mexicana parainvitar alos expertos internacionalesy luego podremos ver
cuan importante es la leptospirosis y darle asi €l lugar que merece. Pero hace un mes, fue enviado de
representante a Colombia, é dejé a otro. Ellos estédn muy interesados en crear un grupo de trabajo sobre
leptospirosis. El doctor Caballero, experto mexicano enleptospirosis, habld durante 5 afios de laleptospirosis,
conoce mucho de ellay pienso que pudiera ser una buena sugerencia. La organizacion panamericana esta
interesada en la creacion de este grupo y queria presentarles esta propuesta. En cuanto a la reunién de
Honduras, pienso que debe celebrarse en un afio y no en dos.
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R. A. HARTSKEERL

Hubo un laboratorio de referencia en el Centro Panamericano de Zoonosis. ¢Qué ocurrio con é? Se
cerrg? ¢Sabe alguien algo de esto?

Yano estafuncionando € laboratorio dereferenciadelaOM S en Argentina, entonces ¢podemos resumir?
En este momento ustedes sugieren el establecimiento de una Asociacién L atinoamericana de leptospirosis.
Estatendriaapoyo internacional. ¢Es asi? Ustedes nos piden a Carmen Ferndndez y ami, en mi capacidad de
secretario de la ILS apoyarlos en su creacion. Entonces, ¢quién los va a dirigir? Porque alguien tiene que
hacerlo. Ustedes me dicen que establezcamos|aorgani zacion, pero entonces es necesario un poco de accion.

LUIS PEDRO MOLES

M éxico, como representante puede aceptar |a responsabilidad junto con Carmen. Laorganizacion dela
proximareunion. El grupo mexicano aceptala organizacion de todas estas actividades y de hacer contactos
con Carmen y otros representantes para organizar esta reunion.

R. A. HARTSKEERL

¢Hay consenso general paraesto? ¢Si? Esto alin no estaclaro parami. En el auditorio, delos participantes
|atinoamericanos ¢estan de acuerdo con el establ ecimiento de esta organi zacidn regional ? Por favor, levanten
las manos. Bien. Es un si evidente y se grabo.

BEN ADLER

Yo pienso gque todos ustedes estén de acuerdo conmigo, que han sido 2 dias excelentes y estimulantes.
Hemos escuchado interesantes trabaj os sobre leptospirosis. Pienso que reuniones como estas tan importantes
para el progreso cientifico, representan la oportunidad para, de forma activa, conocer personas y hacer
contactos, porque sin el contacto personal usted nunca colaboraré con nadie; se necesitaconocer alapersona
y poder confiar en ella para establecer una colaboracion. Este es un deleite que en estos momentos ni €l
correo electronico, ni INTERNET sustituyen, €l contacto caraacara, labuenadiscusion. Por lo que considero
gue esta Reunién Cientificahasido valiosa, hasido genial.
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Resiimenes delostrabaj os presentados

EPIDEMIOLOGY OF LEPTOSPIROSIS (LECTURE).

Michel Mirginie, Branger Christine, Andre-Fontaine Geneviéve
andre-fontaine@vet-nantes.fr
Ecole Nationale Veterinaire, Nantes. France

Leptospirosis is a worldwide zoonosis, especialy in tropical countries. The large geographical repartition in the world is
associated with the various animal speciesinfected by pathogenic Leptospira.

But animalsinfected by pathogenicLeptospira either exhibit clinical signsor areinfected without expressing any disease. These
two types of species play a strong role in the epidemiology of leptospirosis. Infected but no diseased animals are the efficient
reservoirs of |leptospires because they are generally renal carriers, shedding leptospires in their urines. Many wild animals are
involved in the epidemiology of leptospirosis especially the well known Rodents (rats, mice, coypus...) but other mammals as
Herbivorous (deers...) and even Carnivorous (asfox in european countries or mangoosein caribbean islands) could shed |eptospires.
Two types of diseased animals have to be taken in account: very receptive animals as dogs and less receptive as cattle, swine and
horse. Frequently dogs exhibit an acute disease with lethal onset while chronical reproductive failure are generally observed in the
other domestic species. But most of them, after the recover could remain renal carriers shedding pathogenic leptospires. All of these
animal species, shedding leptospires in their urines, contaminate their environnement. Stagnant fresh water provides an adequal
survival medium for the pathogenic leptospires, becoming a powerful source of infection for humans and domestic animals. So
humans can be contaminated either by direct transmission by contact with animals or by indirect transmission by contact with soiled
waters.

LEPTOSPIROSIS: SURVEILLANCE AND CONTROL (LECTURE)

R. Hartskeerl
R. Hartskeerl@kit.nl
Royal Tropical Institute, The Neterlands.

Leptospirosis is a zoonosis, which occurs world-wide but is most prevalent in humid tropical and sub-tropical countries.
Clinical manifestationsare highly variable and may mimic many other febrile diseases, likeinfluenza, enteric-like diseases, malaria,
brucellosis, viral hemorrhagic diseases (notably dengue and hantavirusinfections), yellow fever, and hepatitis, therefore, leptospirosis
isdifficult to diagnosein the clinic and often is confused with other febrile diseases. Asaconsequence of thedifficult clinical diagnosis,
leptospirosisisaneglected disease suffering from under-diagnosis and underreporting. In turn, underreporting leads to unawareness,
underestimation and neglecting, and so aviciouscircleiscreated. Clearly, laboratory teststo confirm the diagnosis areindispensable.
However, most laboratory tools are complicated, laborious or unreliable. Asan alternative, various quick tests have been developed.
The ideal test should be easy, simple, reliable, quick, stable and affordable. The LEPTO Lateral Flow and the LEPTO DriDot tests
combine most, if not all, of these criteria. Both are simple, quick and consist of ingredients, which are stable and do not need
refrigeration for storage. Their robustness in terms of sensitivity and specificity has been demonstrated in world-wide multicentre
studies. The Lateral Flow test detects anti-leptospira IgM antibodies in human serum and the result is obtained in 10 minutes. The
DriDot detects anti-Leptospira antibodiesin human serum and gives aresult in 1 minute. Sensitivity and specificity of both testsare
comparable with the IgM ELISA and their format enables the application under difficult conditions including the mostly primitive
conditions as occurring during outbreaks. It is expected that quick tools now available will contribute to animproved diagnosis and,
in the end, to an increased awareness of leptospirosis world-wide. Apart from improved diagnosis, establishment of adequate
surveillance will be a factor to increase awareness. Surveillance can be done by hospital based studies or ‘active' (PCR- or
sero)surveillance (risk groups, cohort studies, blood banks). Hospital based studies may give a bias towards severity of the disease
but are useful for early monitoring of potential outbreaks. The* active’ surveillance approach will provide data of leptospirosisasan
infection rather than as a disease and thus as a public health problem, as al so mild cases and subclinical infections may be found. For
the design of intervention measures knowledge of the source and potential transmission routeis essential. To identify the infection
source, it isimportant to know the identity of the infecting leptospires serovar. For characterisation both serological methods and
DNA-based methods are available. The serological classification does not correlate closely with the genetic classification. To obtain
a‘complete’ (i.e. genotypic and phenotypic) characterisation, both approaches should be applied. However, this is not aways a
necessity. |n each investigation one should consider which approach will provide an adequate and rapid answer. Currently, thereisa
variety of DNA-based methods available that allow identification. For phylogenetic analysi s the sequence of therrs gene coding for
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the 16SrRNA isused asastandard. However, other targets might be suitable aswell. The primer set G1/G2 amplifiesDNA fromthe
secY gene that is located in the S10-spc-a operon coding for the ribosomal proteins. Like the rrs sequences, the secY sequence has
alternating conserved and variable regions. Analysis of the 285 bp sequence of the G1/G2 amplicon from over sixty strainsrevealed
aphylogenetic tree that was much similar to the tree devel oped onrrs sequencesindicating the suitability of the much smaller partial
secY sequence (and thus cheaper and easier to analyse) for phylogenetic analysis of |eptospires The epidemiology of leptospirosisis
acomplex and dynamic process. There are too many variables to give asingle generally applicable rule for control. Each situation
reguires atailor made solution. The control of hardjo infectionsin The Netherlands based on monitoring of infected herds combined
with treatment and herd management is presented as a suitable example of successful intervention.

LA RATA Y EL PERRO IMPORTANTES VECTORES DE LA LEPTOSPIROSIS EN EXPLOTACIONES PECUARIAS
DE CD. GUZMAN, JALISCO

Sepulveda Montes Adan, Santiago Dimas Jorge y Preciado Rodriguez Fco. Javier

Losfactoresinfecciosos que causan mas problemas en lareproducci6n, pueden ser de mdltiplesetiol ogias, considerando entrelas
bacterianas de mas importancia ala brucelosis y leptospirosis. La leptospirosis es una zoonosis que afecta a numerosos animales
tanto domésticos como silvestres. Las fuentes de contaminacion del patdgeno, pueden ser mlltipleseincluyen el contacto contejidos
u orinadeanimalesinfectados. Enlaszonas urbanas, estaenfermedad esfrecuente debido alapresenciade un elevado nimero deratas,
yaque estos roedores se les considera como portadores permanentes de laLeptospira interrogans. En el area pecuariainfestan cas
todas | as propiedades de cria de animal es. Estos depredadores pueden comer cercadel0 % de su peso cadadia (10 a 15 kg/afio/rata)
y lo més importante, contaminan mucho mas alimento del que pueden comer, lo que favorece la transmision y dispersion de las
leptospiras por contaminacion del alimentoy aguaatravésdesuorina. Y sinlugar adudas, otro vector importante de contaminacion
en granjasy establos son |os perros, que general mente siempre existen en este tipo de lugares cumpliendo alguna funcién especifica.
Pero que también por su conductamuy especial delaespecie canina, de marcar susterritorios con orina, esta se diseminaféacilmente
por todalagranjao establoy en ocasiones|levando lacontaminacion directamente a alimento y aguaque vaaser consumidapor los
mismos. O incluso en algunos casos estos animal es comparten un mismo lugar dedesarrollo, lo quefacilitaalin méslacontaminacion
directadel patégeno. Por |o anterior se buscé identificar cudl eslasituacion actual delaleptospirosisen estetipo de vectores. Enun
primer trabajo se estudiaron 354 ratas (Rattus rattus y Rattus norvergicus) atrapadas en explotaciones pecuarias de Cd. Guzman,
Jalisco, paraconocer que seroti pos son mas frecuentemente di seminadas por esta especie. Delas 354 muestras analizadas 22 (6,20 %)
fueron positivasy 34 (9,6 %) fueron sospechosas. Se observé también que de las 140 ratas atrapadas en establos en 14 se encontré
anticuerpos de L. interrogans y de las 214 que se atraparon en granjas, en 24 se encontrod seropositividad.

ESTRATEGIA CUBANA PARA EL CONTROL Y PREVENCION DE LA LEPTOSPIROSIS EN CUBA (CONFERENCIA)

Raul Cruz de la Paz
Ministerio de Salud Publicade Cuba
Cuba

RESPUESTA ADAPTATIVA DE LEPTOSPIRA INTERROGANS (SENSU STRICTO) A AGUA DULCE

Sonia Zapata, Clever Madrid y Gabriel Trueba
Gabriel @mail.usfg.edu.ec

Universidad San Francisco de Quito

Ecuador.

El contacto con agua contaminada es la principal causa de los brotes de leptospirosis. A pesar de la gran importancia de esta
fuente deinfeccién, poco o nada se sabe acerca de |os mecani smos de adaptaci on de Leptospira patdgenaal aguadulce. El propésito
de este estudio fueidentificar cambios en laexpresion de proteinas de membrana externadeL. interrogans serovar canicola, cuando
seletransfiere de un medio de cultivo, aaguadestilada (pH 7,2). Lasleptospiras cultivadas en medio EMJH fueron cosechadasy
mantenidas por 5 d en agua, luego se obtuvo lamembrana externa (OM) de estas células utilizando Triton X114 . Loscomponentes
proteicos delamembranaexternafueron analizados mediante el ectroforesisen gelesde acrilamida (SDS-PAGE). Cuando se compararon
los perfiles de proteinasde OM de | eptospiras mantenidas en aguacon aquell os perfilesde OM de células cultivadasen medio EMJH,
sepudieron observar algunas diferencias. Unaproteinade 54 kDafue observada (inicamente en | eptospiras que fueron mantenidas en
aguapor unasemanamientras que otra proteina de 58 kDa se encuentra aparentemente en membranaexternade | eptospiras cultivadas
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en medio EMJH pero no en aquellas mantenidas en agua destilada. Un andlisis de western blot descart6 la posibilidad de que estas
proteinas sean la proteina chaperona.

LEPTOSPIROSIS. PRESENTACION EN ANIMALES DE INTERES ECONOMICO Y AFECTIVOS

Teresa Puentes,* Felipa Herrera,? L. Garcia,! Layda Delgado,? Miriam Gonzalez’
YInstituto de Medicina Veterinaria. Nivel Central. MINAGRI; 2Centro Nacional de Epizootiologia y
Diagnostico(CENEDI) del IMV.

En €l presente trabajo se analizan los resultados obtenidos en los aislamientos y clasificacion de cepas, asi como € trabajo
realizado en las encuestas seroldgicas en €l pais, en los animal es de importancia econémica a partir del afio 1988, destacandose los
serogrupos Pomona, Canicola, Ballum e Icterohaemorrhagiae, como los mas frecuentes en los animales; 1o que ha permitido €
conocimiento delos serogrupos circul antes por especiesy reducir labateriade antigeno en el diagndstico de rutina. También es objeto
de estetrabajo eval uar las condi ciones epi demi ol 6gi cas la preval enciaeincidencia de focos en | as especies antes mencionadas, durante
el periodo 1992-2000, observandose un comportamiento uniforme en estas especies. Se estudiaademés por lainformacién aportada
por el sistema de vigilancia epizootiolégica (SIVE), del instituto de Medicina Veterinaria, 1os focos aparecidos en los animales
afectivos, observandose un incremento en los caninos. Todos estos resultados han contribuido al perfeccionamiento del programade
luchay control para esta enfermedad.

EPIDEMIOLOGICAL EVALUATION OF THE IMPORTANCE OF RODENTS IN LEPTOSPIRA HUMAN TRANSMISSION IN
PORTUGAL

Collares-Pereira M, Meira M, Santos-Reis M
Mcp@ihmt.unl.pt
Instituto de Higiene e Medicina Tropical . Portugal

Introduction: In Portugal, human | eptospirosis has been considered a Public Health problem of increasing importance, particularly
in Azores Archipelago, where the occurrence of fatal cases in recent years justifies an integrated approach of the clinical and eco-
epidemiological aspectsof thisdisease. Objective: To present data obtained since 1993 on the recognition of host-parasite interaction
under an ecological perspective, in different geographic areas (mainland and Azores), through the analysis of the zoonoticimportance
for man of the pathogenic species and their natural reservoirs. Material and Methods: A total of 725 animals, from 6 rodent
speciesand 2 species of insectivores, were analysed for the direct (EMJH kidney culturing) and indirect search (MAT) of leptospires.
Isolates were typed using both conventional and molecular tests. Simultaneously, 1986 inpatients (mostly anicteric forms) coming
from different hospitalsin mainland (Center region, N=1624) and in Azoresislands (S.Miguel, N=240 and Terceira, N=122) were
serologically tested for the presence of specific aglutinins anti-Leptospira interrogans sensu lato (Jan/1990 to Dec/2000). Results: A
significant number (n=228, 29%) of chronicrenal carrierswasidentified, that wereresponsiblefor the maintenance of fiveL.interrogans
sensu lato serovars (icterohaemorrhagiae, copenhageni, arborea, ballum e mozdok typesl, 2 e 3), whose distribution isinfluenced by
certain bio-ecological factors, associated to either thereservoir (speciesand age) on the geographic area (temperature and humidity).
Furthermore, the percentages of seropositivity amongst the observed patients were very high (around 25% in central mainland and
38% inthe Azores|slands) with aregional specific distribution of the leptospirosis agents. Conclusions: The obtained data confirmed
the dominant role of rodents as major reservoirs of Leptospira strains, potentially the most involved in the increasing number of
human casesin the studied insular areas, disregarding the clinical picture of the disease.

LEPTOSPIROSIS ANIMAL. COMPORTAMIENTO EN NUESTRO MEDIO

Teresa Puentes;! L. Garcia;® E. Pérez;? R. Vazquez? Alicia Figueroa?
Y nstituto de Medicina Veterinaria. Nivel Central; 2Instituto de Meteorologia CITMA

Serealizé un estudio delaestacionalidad delaenfermedad en todo € territorio nacional, segiin los datos aportados por €l Sistema
de Vigilancia Epizootiol6gica (SIVE) del Instituto de Medicina Veterinaria (IMV) delos focos reportados mensual mente durante el
periodo 1993-2000. Teniendo en cuentalos requerimientos fisiol 6gicos del agente etiol 6gico parasu supervivenciay patogenicidad,
se andlizan |os datos aportados por € Instituto de Meteorologia del citma. En cuanto atemperatura, humedad, régimen delluvia, lo
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cual permitid conocer que existen condiciones favorables en nuestro medio paralaaparicién de laleptospirosis en diferentes épocas
del afio.

ESTUDIO DE SEROPREVALENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA L. INTERROGANS EN EL MUNICIPIO DE MARCAVIA,
CHOLUTECA, HONDURAS

Madrid I, Pinel L, Orellana B, Lagos L, Solorzano O, Barahona C
Instituto Hondurefio de I nvestigaciones Médico Veterinarias. Honduras

Laleptospirosis es unaenfermedad zoondticade distribucién mundial con atasincidencias en los paisestropical es. Reportesde
casos humanos sospechosos de leptospirosis con altaletalidad se han dado en el Departamento de Cholutecay han sido documentados
por la Secretaria de Salud. Este estudio sirvié pararesponder alanecesidad de establecer |a prevalencia de anticuerpos contra
L. interrogans yaque setenianingunainformacion en humanosy determinar losfactores deriesgo paralatransmision enlazonapara
la prevencion y control de la Leptospirosis. Se hizo un muestreo de 30 localidades seleccionadas en € municipio de Marcovia,
Choluteca, obteniéndose 657 muestras.

- El método de diagndstico laboratorial utilizado fue el método estandar de microaglutinacién (MAT) con 12 serovares.
- Del total de muestras recibidas, 143 fueron reactivos a diferentes serovares.

- Losserovares de mayor prevalenciafueron: L. icterohaemorrhagiae, L. canicola, L. ballum.

LEPTOSPIROSIS ASOCIADA A UVEITIS, UN REPORTE DE 90 CASOS

\elasco-Castrején Oscar, Rivas-Sanchez Beatriz.

Velasco.oscar@elfoco.com , oscarvel @terra.com.mx

Clinicade Medicina Tropical. Unidad de Medicina Experimental. Facultad de Medicina, UNAM-Hospital
General de México, SSA.

Lauveitisesunaenfermedad multicausal comin en el mundo. Asociadaaleptospirosis en animalesy humanos, se observacada
dia con mayor frecuencia, debido més que nada ala blsqueda que se hace de ella. Habitualmente los reportes de uveitis asociada a
leptospirosis, se realizan después de brotes de leptospirosis aguda, ocurridos después de grandes inundaciones en areas rurales de
paises subdesarrollados.

Estetrabajo tiene como obyjetivo presentar lafrecuenciade | eptospirosis asociada, en 90 casosde uveitisde diversas caracteristicas
clinicasy suspuestas etiol ogias, enviados por €l servicio de Oftalmologia del Hospital General de México. L os casos. 57 femeninos
y 33 masculinos, de edades comprendidas entre 7 a 76 afios, llegaron etiquetados con los diagnésticos de uveitis inespecifica,
toxoplasmésica, viral, tubercul osa, autoinmune, etc. y casi siempre multitratados con corti coesteroidesy muchos otros farmacos, casi
siempre sin éxito. El diagnéstico de leptospirosis se realizé mediante la observacion microscopica y videograbacion del agente
etioldgico en sangre y otros fluidos organicos a 3 000 — 5 000 aumentos en campos claro y oscuro, utilizando un equipo de
microvideograbacién Zeiss-Sony-Macintosh (VECOVISION) y algunas veces en orina en campo oscuro convencional. Solo en 3
casos se hizo la busqueda de | eptospira en humor acuoso mediante microscopia de campo oscuroy VECOVISION, con resultados
positivos en 2 de ellos. Es importante hacer notar que muchos de los pacientes uveiticos tenian sintomatologia sugestiva de
leptospirosis cronica: cefalea, fatigarépida, somnolencia, mialgias, artralgias, sangrado de mucosas, molestias parecidas asinusitis,
nicturia, depresion eincluso algunos, alteracion de pruebas funcional es hepéticas.

TRANSICION DE LA LEPTOSPIROSIS AGUDA A CRONICA

\elasco-Castrejon Oscar, Rivas-Sanchez Beatriz

Vel asco.oscar@elfoco.com , oscarvel @terra.com.mx

Clinicade MedicinaTropical. Unidad de Medicina Experimental. Facultad de Medicina, UNAM-Hospital
General de México, SSA.

Se ha especul ado durante mucho tiempo sobre la existenciade laleptospirosis cronicaen animalesy humanos. En losanimales
la cronicidad se ha reconocido multiples veces, pero en los humanos, esta no ha podido demostrarse fehacientemente, debido alas
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dificultades pararealizar su diagndstico. En los tltimos 3 afiosy merced al desarrollo por nuestra parte de un sistemade observacion
microscopica capaz de visualizar y «filmar» a leptospira en sangre con 3 a 5,000 aumentos con un equipo Zeiss-Sony-Macintosh
(VECOVISION), asi como algunas veces por lainoculacion de animal es de laboratorio, hemos subsanado ese problema, por lo que
ahora no es dificil diagnosticar ese tipo de pacientes. También ha sido muy importante, el seguimiento adecuado de los pacientes
agudos, fruto de un gran acercamiento de ellos a nuestro programa. Asi, algunos pacientes agudos diagnosticados mediante MAT
(microaglutinacién en placa) y VECOVISION y curados mediante tratamiento durante 3 a4 semanas con 200 mg de doxiciclina, han
regresado meses 0 mas de un afio después, con un cuadro clinico compatible con leptospirosis crénica: cefaea, febricula, astenia,
adinamia, fatiga crénica, sangrado de piel y mucosas, mialgias, artral gias asociadas a veces a cuadros digestivos, renal es, depresion,
problemas del sistema nervioso central, e incluso sindrome de WEell tipico. En este articulo resumimos €l seguimiento de 7 casos
sel eccionados que después de padecer | eptospirosis aguda, curaron clinicay serol gicamente, pararecaer mastarde, sufriendo ahora
leptospirosis cronica o persistente.

PREVALENCIA DE ANTICUERPOS DE LEPTOSPIRA Y FACTORES DE RIESGO EN NINOS DE ESCUELAS DEL AREA NORTE
DEL MUNICIPIO CIEGO DE AVILA

Miguel Suarez, Osvaldo Cervantes, Juana Maria Alonso, Milagros Legon
CPEM Ciego de Avila. Cuba.

Serealiz6 un estudio de corte transveral paraconocer laprevalenciay losfactores deriesgo de lainfeccion de Leptospira
en escolares del area norte del municipio Ciego de Avila, mediante el muestreo de conglomerados bietapicos se estimé una
muestrade 370 nifios alos cuales se les tomo una muestra de sangre que fue procesada por las técnicas de hemoagl utinacion
y microaglutinacién de leptospira. La primerase partio dedilucionesde 1 por 10y lasegundade 1 por 50. Se trabajaron con
21 serogrupos en lamicroaglutinacion. A cada padre seleaplicd un cuestionario, el cual habiasido previamente validado. El
15 % de |os nifios estudiados tenian anticuerpos, siendo mas frecuente en el grupo de 10 a 14 afiosy en el sexo femenino. Los
factores de riesgo que presentaron unafrecuencia estadisticamente significativafueron contacto directo con animal es domésticos
en la vivienda y presencia de ratas o ratones. El 46 % de los casos seropositivos presentaron episodios anteriores de

morbilidad por infeccion respiratoria aguday sepsis urinaria.

VECOVISION, UN NUEVO METODO IMAGENOLOGICO PARA EL DIAGNOSTICO DEFINITIVO DE LEPTOSPIROSIS

O.Velasco-Castrejon, B. Rivas-Sanchez, 1. Becker, A. \elasco-Castrejon.

Velasco.oscar@elfoco.com , oscarvel @terra.com.mx

Clinicade MedicinaTropical. Unidad de MedicinaExperimental, Fac. de Med., UNAM-Hospital General
de México, Mex. D. F.

Redlizar € diagnostico deleptospirosisno esnadafécil, por lasdificultadesparaobservar, tefiir y cultivar alabacteriacausal. Debido
aloanterior, alo largo del tiempo se ha utilizado una técnica serol égica para compensar estas dificultades, laMAT, ala
cual sele han afiadido otras técnicas serol 6gicas, pero debido aparentemente a que la bacteria no es el inmundgeno ideal
o el individuo se torna inmunotolerante, es comudn que las titulaciones que exigen las normas oficiales, brinden
resultados negativos, incluso en cuadros graves de leptospirosis aguda, como puede desprenderse de varios estudios,
entre ellos el del brote de Nicaragua de 1985 donde un importante porcentaje de | os casos resultaron MAT negativos,
ademas de que no es raro aislar leptospira en pacientes humanos o animales con cuadros tipicos de leptospirosis, en
los que la MAT fue negativa. El diagnéstico es particularmente dificil en pacientes con leptospirosis cronica o
persistente, donde la serologia solo es positiva a titulos bajos, titulos considerados no diagndsticos por las normas
oficiales. De acuerdo con lo antes mencionado, |os autores proponen un método de diagnéstico, basado en la observacion
microscopica en campo claro y oscuro de fluidos biol égicos (particularmente sangre) y su videograbacion, utilizando
un equipo de microvideograbacion Zeiss-Sony-Macintosh que permite incrementar la imagen microscépica hasta 5
000X, volviendo alas leptospiras relativamente faciles de observar. Este método ha permitido el diagndstico de mas
de 600 casos de pacientes crénicos, e incluso de moribundos con sindrome de Weil u otras formas clinicas de | eptospirosis
grave, en los cuales la serologia (MAT) a las diluciones exigidas por las normas oficiales, brindé en su inmensa
mayoria (>70 %) resultados negativos, y que parece ser la respuesta a la busqueda de métodos de diagnéstico, de lo
que el Centro de Informacion de la Enfermedad de Weil, del Reino Unido, |lama leptospirosis persistente.
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DETERMINATION OF THE PREVALENCE OF PATHOGENIC LEPTOSPIROSIS INFECTION IN CATLLE AND SHEEP IN THE
SOUTHEAST AND SOUTHWEST MESOREGIONS OF THE STATE OF RIO GRANDE DEL SUR, BRAZIL

Geder Paulo Herrmann,*? Elvio Carlos Moreira,? Andrey Pereira Lage,? Rdmulo Cerqueira Leite?
Gederpaul o@bol.com.br

Univesidade Federal de Santa Maria, Santa Maria RS. 2 Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, MG.BRAZIL

The Leptospira sp. is and important bacteria for men and domestic animals used both for the cattle industry and for company.
The Southeast and Southwest Mesoregions of Rio Grande do Sul have an estimated popul ation of 4.792.202 cattle and 3.793.342 sheep,
they are raised in intensive systems in the same pastures and watery in a proportion of 1,2:1 cattle to sheep. Severd are the clinical
manifestationsin cattle caused by pathogenic |leptospirosis, we detach in the moment the reproductive problemsthat are estrusrepetition
and abortion that cause serious economical |ooses. With the objectiveto determinethe prevalence of pathogenic leptospirosisinfectionin
cattle and sheep, it was colected blood samples of 1360 cattle and 1360 sheep al in reproductive age, of 163 farms of 18 countys. To
calculatethe size of theblood collection it was estimated aexpected preval ence of 15% with an error of 20% and with 95% of confidence.
The results obtained in the Rapid Microaglutination Test (MAR), with live antigens, demostrated 464 positive cattle serum with 549
reactions and 459 positive sheep serum with 730 reactions, with titles varying from 100 to 3200. The cattle/sheep prevalence was
Leptospira hardjo genotype Hardjoprajitno (418/221), hebdomadis (31/15), wolffi (17/25), grippotyphosa (15/7), pomona (15/16),
tarassovi (14/7), pyrogenes (12/20), bratidava (10/4), hardjo genotype Hardjoprajitno OM S (8/103), autumnalis (7/3), fortbragg (1/76),
icterrohaemorrhagiae (1/14) sentot (0/150), castellonis (0/16), australis (0/17), sgjroe (0/16), canicola(0/12). From theresults obtained we
can conclude that L. hardjo genotype Hardjoprgjitno was the most prevalent of the pathogenic leptospirosis of al studied species,
demostrating that sheep can be maintenance host for leptospirosisfor cattle raised in a extensive form.

SITUACION DE LA LEPTOSPIROSIS ANIMAL EN CUBA

Duarte Clara L,* Herrera Felipa,! Puentes Teresa? Delgado Layda,* Gonzalez Miriam,* Goicochea Nuriat
clarita@diramic.cneuro.edu.cu

1 Centro Nacional de Epizootiologia Diagnostico e |nvestigacion.

2 |nstituto de Medicina Veterinaria. Cuba.

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa muy difundida, con una diversidad de signos clinicos observada entre las
diferentes especies que la padecen determinadapor lavirulenciadela serovariedad involucrada, lasusceptibilidad delosindividuos
y también por las condiciones del medio ambiente. L os animal es enfermos se convierten en portadores, infectando losanimalesen
contacto con ellos, su orinacontaminalas éreas superficialeslo cual conllevalacontaminacion de otros animal esincluyendo el hombre,
de ahi su importancia como zoonosis. El objetivo del presente estudio es brindar una panoramicade la situacién delaleptospirosis
enlosanimalesdeimportancia agricolay afectivosen Cuba. El trabajo muestralos resultados serol 6gi cos de las encuestas nacionales
redizadasen |ared delaboratoriosdel pais, permitiendo conocer |os serogrupos circul antes como Pomona, Canicola, | cterohaemorragiae,
Ballum, Tarassovi, Australis, Hebdomadisy Sejroe. En cuanto alos resultados bacteriol 6gicos delas cepas aisladasen losanimales,
el hombrey el aguaestan presentes principa mentelos serovares, pomona, mozdok, canicola, broomi, copenhageni, paidjan, australis,
bratislava, arborea, ballum entre otros. Se aprecialosvaloresde prevalenciaeincidenciaenlosanimales deimportanciaagricola, asi
como el andlisisdelosfocos reportados por nuestro Sistemade VigilanciaEpizootiol6gica, observandose quelos sectores productivos
més comprometidosson el privadoy el estatal no especializado, siendo laespeciemas afectadalacanina, dado esto por €l incremento
de casos que son atendidos en nuestras clinicas veterinarias.

Con estetrabajo se evidencialanecesidad derealizar estudiosen el nivel naciona queindiquen lasituacion de estaenfermedad.

ESTUDIO SEROLOGICO DE LEPTOSPIROSIS BOVINA EN MEXICO (1995-2000)

Moles CLP;* 2 Cisneros PMA;! Gavaldon RD;* Torres BJ"? y Rojas SN\*

|pmoles@cueyatl.uam.mx

1 Departamento de Produccion Agricolay Animal, y AtenciénalaSalud. UAM Xochimilco, Coyoacan,
México, D.F.

2 CENID-Microbiologia, INIFAP, SAGAR, Cugjimalpa, México, D.F.

Laleptospirosis bovina se ha demostrado en casi todos los paises del mundo. Afectala actividad reproductiva principal mente
causando infertilidad y aborto. El propdsito de este trabajo es analizar |os resultados de 4 043 sueros de bovino que se recibieron en
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el laboratorio de diagndstico de la UAM-Xochimilco, para determinar la frecuencia y las serovariedades més importantes de L.
interrogans. Se empled latécnica de aglutinacién microscdpica descrita por laOPSy OIE, considerando positivos|os sueros apartir de
ladilucion de 1:100. Losresultadosindican que hay 31,1 % de seropositividad, deacuerdo con el orden defrecuenciade serovariedades se
obtuvieron 16,7 % ala cepaH 89 (L. hardjo aisada en México); 10,8 % a hardjo; 7,9 % a tarassovi; 4,4 % para pomong; 3,7 % a
grippotyphosa y en menor frecuencia aparecen icterohaemorrhagiae, hebdomandis, pyrogenes, canicolay bratisdava. Existen estudios
recientesrealizados en los estados de Querétaro y Chiapas donde se obtuvieron respectivamente 22,8 y 33,8 % de bovinos seropositivos,
el resultado de este andlisises semejante al de Chiapas. Llamalaatencién quesi seconsideran las cuatro serovariedades més frecuentes,
existe coincidencia con ambos estudios, aungue las frecuencias fueron diferentes. De acuerdo con este estudio se puede concluir que
serol6gicamente la leptospirosis bovina estd muy distribuida en México y por lo tanto es una enfermedad importante. Ademés, se
recomienda que | os biol 6gicos que se utilicen parasu control contengan las serovariedades mas frecuentes.

AISLAMIENTO DE LEPTOSPIRA PORTLAND VERE A PARTIR DE CERDAS QUE ABORTARON EN MEXICO.

Cisneros P M A, Ramirez N R* Moles C L P12 Gavaldén R D,* Torres B J*2? y Rojas SN*?

mcpuebla@cueyat!.uam.mx

! Departamento de Produccién Agricolay Animal, y Atencién alaSalud. UAM Xochimilco, Coyoacan,
México, D.F.

2CENID-Microbiologia, INIFAP, SAGAR, Cugjimalpa, México, D.F.

En unagranja porcinade México se presentd un brote de abortos después de un periodo de inundaciones. Los primeros 10 dias
hubo un promedio de 2 abortos por diay posteriormente aumentaron hasta 5. De las cerdas que abortaron 11,1 % estaban entre el
dia39y 76 de gestacion; 88,9 % tenian entre 77 y 114 dias de gravidez. Lamayoriadelosfetos no presentaron lesiones; sin embargo,
en algunos hubo edema subcutaneo, equimosis, hemorragiascirculares. Se observé unaligera pigmentacion amarillentay congestion en
los 6rganosinternos. Este trabajo eslacomunicacién de un aislamiento de laserovariedad portland vere ocurrida durante un brote de
abortos en cerdas, que se realiz6 utilizando medio semisolido de Korthoff con 10 % de suero estéril de congjoy 0,1 mg/mL
de 5 fluorouracilo. Se inocularon muestras de higado y rifién de una cerda que aborté el mismo dia que muri6, asi como de fetos
abortados por otras cerdas. Paradl diagnéstico serol gico se aplico latécnicade aglutinaci on microscopi caconsiderando positivos|os
sueros que reaccionaron a partir de la dilucion 1:100 (OPS, OIE). El estudio serolégico indicd que de 178 muestras de suero de
animal es de di stintas etapas reproductivas hubo 69,7 % de animal es positivos, correspondiendo por serovariedad 64 % paraportland
vere; 47 % acanicola; 39 % apomona; 29 % apyrogenes, 22 % apanama; 19 % aicterohaemorrhagiae; 12 % ashermani y en menor
porcentaje a hardjo, tarassovi, autumnalis, australisy hebdomadis. Se aislé Leptospira y se clasifico como serogrupo Canicola
serovariedad portland vere, denominandose cepa Sinaloa ACR. Latipificacion fue realizada por ladoctoraC. Bolin del Laboratorio
de Leptospirosisy Micobacteriosis del Centro de Referencia de Ames, lowa, EE.UU., empleando latécnica de andlisis de patrones
derestriccion. A lafecha, existe informacion en M éxico sobre varios aislamientos de esta misma serovariedad a partir de perros con
cuadros clinicos compatibles con leptospirosis, ademas hay evidencias serolégicas de L. portland vere en diferentes especies
domésticas, por eso esimportanteincluirlaen labateria de antigenos empleados en el diagndstico.

DISTRIBUCION MUNDIAL DE LA LEPTOSPIROSIS: POSIBLES USOS DE LA VACUNA CUBANA EN EL MUNDO

Victoria Casanueva e lvan Cuevas
vcasanueva@finlay.edu.cu
Ingtituto Finlay. Cuba.

Con €l objetivo, dedeterminar, el posible empleo delavacunacontralaleptospirosis producidaen Cuba, apartir de 1995, seha
mantenido un monitoreo sistemético de la presencia de leptospirosisy la circulacion de serovares, en diferentes areas geogréficasy
paises. Serastred y recopil 6 informaci 6n emitida por organizacionesinternacionales, busquedaactivadeinformacion, prensa, Internet
y otrasvias. Se presentalainformaci 6n obtenidahasta estos momentos que augura buenas oportunidades de utilizacién de estavacuna

en otros paises de acuerdo a su comportamiento epidemiol dgico.
LEPTOSPIROSIS PORCINA EN MEXICO (1995-2000)

Cisneros P M A* Rojas SN,* Moles C L P*2 Gavaldon R D'y TorresB J I*2
mcpuebla@cueyatl.uam.mx
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! Departamento de Produccién Agricolay Animal, y Atencién alaSalud. UAM Xochimilco, Coyoacan,
México, D.F
2CENID-Microbiologia, INIFAP, SAGAR, Cugjimalpa, México, D.F.

La leptospirosis porcina es una enfermedad bacteriana que suele pasar clinicamente inadvertida; sin embargo, al ocasionar
abortos provocadisminucion en laproducci 6n de carne paraconsumo humano, por ello esimportante hacer diagndsticos serol 6gicos
en lasgranjas. El objetivo de este trabajo fue analizar |os resultados de 1 970 sueros de cerdos provenientes de diferentes granjas en
Méxicoy quefueronrecibidosen el laboratorio deLeptospira delaUAM-X durante 1995 a2000. Se analizaron las muestras mediante
lapruebade aglutinaci 6n microscdpica, usando unabateriade 12 serovariedadesdereferenciainternacional y 3 aidamientosnacionaes®,
se consideraron como positivos los sueros cuyos titulos fueron iguales o mayores que 1:100 (OPS, OIE), resultando 39,8 %
animales seropositivos (784/1970). Las serovariedades més frecuentes fueron: bratislava 22,5 %, icterohaemorrhagiae cepa Palo
Alto* 14,5 %, portland-vere cepa Sinaloa ACR* 13,8 %, icterohaemorrhagiae 11,1 %, grippotyphosa 8,9 %, har djo cepa H-89*
7,2 %, tarassovi 7,1 %, panama 5,8 %, hardjoy pomona 5,1 %, wolffi 3,0 %, shermani 2,4 %, pyrogenes 1,2 %, canicola 0,8 %y
hebdomadis 0,5 %. Haciendo un analisis comparativo con otros estudiosrealizados en M éxico en 1984 y 1994; ademés otro efectuado
en Argentina durante 1996, mencionan porcentajes de positividad del 57,7 % (4 354 sueros), 35 % (2 097) y 22 % (904 sueros)
respectivamente. De | os ai slamientos nacional es encontramos que la serovariedad portland-vere cepa Sinaloa ACR ocupa el tercer
lugar de importanciacon un porcentaje de 13,8 %, sin presentarse en estudi os anteriores, debido aque es un aislamiento reciente. En
el caso particular delaicterohaemorrhagiae esté presente en lostrabaj os presentando unavariacion quevadesde 8,4 a11,1 %, al nivel
nacional y en Argentina presenta un porcentaje de 52,5 %, donde ocupa €l primer lugar de importancia. Tradicionalmente la
serovariedad pomona ha estado relacionada con los cerdos, en México en el afio de 1984 aparece con 38 %, hasta disminuir
considerablemente su serofrecuenciaen estetrabajo con 5,1 %, ocurriendo | o contrario en Argentinadonde esta serovariedad ocupael
segundo lugar de importancia con 42 % de seroprevalencia. Es importante determinar |a presencia de las distintas |eptospiras para

poder definir cuéles son los biol gicos que deben utilizarse en laprevencidny control de esta enfermedad.

MONITOREO SEROLOGICO DE GRANJAS PORCICOLAS EN LOS DEPARTAMENTOS DEL EJE CAFETERO

Ana Inés Lopez de Herrera, Maria Antonia Rincon, José Dario Mogollon y Sandra Liliana Ruiz
Colombia

En la dltima década la industria porcina ha mostrado un importante desarrollo tecnolégico, el cua se ha caracterizado por la
introduccién de lineas genéticas con las que se han mejorado los parametros reproductivos y productivos, se han mejorado las
instal aciones con una marcada tendencia a la explotacion intensiva. La situacion anterior hallevado a establecer unavigilancia de
algunas enfermedadesinfecciosas como sindrome reproductivo y respiratorio porcino, peste porcinaclasica, enfermedad de Aujesky
Parvovirosis, leptospirosis y brucelosis. Los estudios seroldgicos utilizados para €l diagnéstico y control sanitario son de gran
utilidad enlos casos siguientes: conocimiento del estado sanitario delagranja, vigilanciaserol égicade diferentes éreas, eleccidn delos
esquemas de vacunacion y conocimiento de niveles de proteccion. Entrejulioy septiembre del afio 2000, se muestrearon paraestudio
serol 6gico deleptospira, 27 granjas correspomdientes a 12 municipios, delos departamentos de Caldas, Quindioy Risaralda. De cada
una de las explotaciones se seleccionaron 20 hembras multiparas para un total de 540 sueros, alos que se lesrealizd la prueba de
microaglutinacion, en dilucion inicial de 1:100 frente a los serovares siguientes: bratislava, pomona, canicola, grippotyfosa e
icteroharmorrhagiae. De los sueros examinados, 102 fueron reactores, pero con muy bgjo titulo , principalmente a los serovares
canicola eicterohaemorrhagiae, por lo tanto no se consideraron representativos de infeccion, salvo en una granja donde un animal
present6 titulos superiores a 1:800. Vale la pena anotar que todos los animal es habian sido vacunados contra leptospirosis antes del
primer servivioy revacunadas semestral o anualmente. Delo anterior podemos concluir quelaMAT solo mide exposicion reciente a

antigeno de campo o a vacunal y en poblaciones vacunadas es dificil lainterpretacion.

COMPORTAMIENTO DE LA CIRCULACION DE LEPTOSPIRA INTERROGANS EN HUMANOS EN DIFERENTES REGIONES
DE CUBA (1996-2000)

Islay Rodriguez, Ana M. Obregén, José Rodriguez, Carmen Fernandez, Berta Mctoria
iday@ipk.dd.cu
Laboratorio Nacional de Referencia de Leptospiras. IPK. Cuba

Con €l objetivo de conocer los principal es serogrupos de Leptospira interrogans causantes de leptospirosis humana en Cuba
fueron estudiadas 228 cepas, obtenidas a partir de hemocultivos provenientes de diferentes regiones del pais. Estas cepas fueron
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caracterizadas serol6gicamente, utilizando la microaglutinacién de serogrupos con 13 sueros policlonales correspondientes a los
serogruposde mayor circulacion nacional (segin estudios epizootiol 6gicos). Segun estetrabajo se detectd que, losde mayor circulacion
eran Ballum (55,70 %), Pomona (21,03 %) y Canicola (14,03 %), encontrandose ademas | cterohaemorrhagiag, Tarassovi, Australis,
Hebdomadis, Sejroey por primeravez |os serogrupos Pyrogenes, Autumnalisy Bataviae, no aislados con anterioridad de humanos
en Cuba. Estos resultados relacionan alos ratones, cerdos y perros como principales reservorios de esta entidad y contribuyen al
perfeccionamiento de lavacuna cubana contralaleptospirosis humana

NEW MICROSCOPIC DEVICE FOR DIRECT READING OF THE MICROSCOPIC AGGLUTINATION TEST (MAT) FOR
LEPTOSPIROSIS

A. Schonberg
Bundesinstitut fiir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin,
Diedersdorfer Weg 1, D-12277 Berlin, Germany

The microscopic agglutination test (MAT) is the reference test for the diagnosis of leptospirosis against which al other
serological testsare evaluated and isthe best specified method for import/export testing (WHO leptoguidelines, 2001, O.1.E. Manud
of Standards, 1996). It has been reported that the results of the MAT performed in microtitre plates (F form) may be read directly
with the aid of aspecial microscopy eguipment using amagnification of 100. In anumber of |aboratoriesthis method hasbeenin use
for some time. Since, however, difficulties arose in respect of availability of appropriate optical equipment we reported about a
modification of microscopy equipment from the companies Leitz, Wetzlar, and Carl Zeiss, Oberkochen, in 1980. According to the
information of Leitz and several Veterinary Investigation Centres, they got into trouble to provide the long working distance
objective: (Leitz, No. 559 141, magnification 10x). The Carl Zeisscompany demonstrated anew microscope with an objective of 10x
magnification in our laboratory showing a complete equipment for direct reading of the results of MAT. The fact, that several
Veterinary Investigation Centres have difficulties to establish the direct reading of the results of the MAT, it is of advantage to
introduce this new microscope of the Carl Zeiss JenaGmbH company. Thisdescription differsfrom the description previously given
during the “First Meeting of the International Leptospirosis Society” in Nantes, France, 1996:

Microscope “Axioskop”, No. 1051-078,
Objectiverevolver, No. 1059-202,

Object stage “Axiovert”, No. 451335
Modification of the object stage, No. 0239-500
Object holder M for “Axiovert”, No. 451230
Holder frame M for microtitre plates, No. 471746
Halogenlight 12V 100 W, No. 380079-9540
Objective “Epiplan” 10X/0,20, No. 442930
Ocular W-PI 10X/23 No. 455043

Dry-dark-field condenser, No. 465506

The microscopic picture of leptospireswasidentical and al so better in comparison to that which was achieved by the combined
equipment of Leitz and Carl Zeissin 1980.

THE PATHOGENIC AND SAPROPHYTIC LEPTOSPIRES: DIFFERENTIAL CHARACTERISTICS AND HOW TO DISTINGUISH
THEM (LECTURE)

Marina Cinco, Rossella Murgia
Cinco@univ.trieste.it
Dept Scienze Biomediche, Leptospira L aboratory, University of Trieste. Italy

The genus Leptospiraincludes micro-organismswhich induceillnessin humans and animals, the pathogenic leptospires,aswell
as freeliving spirochetes which though non pathogenic, must be known and taken into consideration because they can contaminate
the mediaand can be occasionally isolated from mammals or from the environment, leading to misdiagnosis. In fact the non pathogenic
leptospires live in fresh waters, brackish waters and also sea waters, sharing a large adaptability to the environment. Though
morphologically indistinguishable the pathogenic and saprophytic leptospires can be distinguished on the basis of some-not many-
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phenotypic characteristics and on genetic basis. The pathogenic leptospires are able to devel op infection-and disease- because they
resist to the complement killing: the expression of outer membrane lipoproteins, enzymes and peptidoglican with proinflammatory
power contribute to the leptospira pathogenicity; conversely saprophytic leptospires are rapidly lysed by Complement and this
stopstheir survival and multiplication in the hosts. The genotype of pathogenic |eptospires shows one gene for the 5S rRNA instead
of two; even if there are not clear cut distinctions metabolic differences include differential sensitivity to 1 M NaCl, incubation
temperature, chemicals, Lipase activity and different L PS patterns between the two groups. Using amAb able to recognise only the
pathogenic leptospires can do a better distinction. Moreover we developed a seminested PCR based methodol ogy which permit us
to distinguish pathogenic leptospires not only in culture but also to detect asfew as 5 pathogenic spirochetes from the natural water
environment. Some leptospires anyway have been reported of intermediate behaviour.

THE LPS OF LEPTOSPIRA: ITS SIGNIFICANCE FOR IMMUNITY, TAXONOMY AND VACCINE DEVELOPMENT (LECTURE)

Ben Adler, Dieter Bulach, Algjandro de la Pena Moctezuma
Ben.Adler@med.monash.edu.au
Monash University, Department of Microbiology. Austraia

Lipopolysaccharide (L PS) isthe principle surface component of Leptospira. It isthetarget for agglutinating, opsonic antibodies
and isamajor protective antigen. LPSisthe key antigen involved in the serological typing and classification scheme, resulting inthe
recognition of over 200 serovars. Significantly, immunity to infection generally correlateswith serovar related antigens, believed to be
mainly LPS. Despite this importance, the structure of leptospiral LPS remains unknown and there is limited knowledge of its
biosynthesis and consequently of the molecular basis for immunity and serovar specificity. We have taken a genetic approach to
attempt to understand the basis of LPS specificity, beginning with a comparison of the subtypes of serovar Hardjo, namely
Hardjobovis and Hardjoprajitno which are antigenically indistinguishable but classified in different species (L. borgpetersenii and
L. interrogans respectively). The LPSbiosyntheticloci for both typeswere similar and contai ned genesinvolved in sugar biosynthesis,
subunit assembly and transport. | S elementswere found only in the Hardjobovislocus. However, sequence analysisindicated that the
Hardjoprajitno locus comprised four segments, two of which appear to have originated from L. borgpetersenii and two from
L. interrogans, allowing a hypothesis of the origin of the Hardjoprajitno LPS locus. A comparison of 12 loci from serovars within
L. interrogans revealed adifferent organisation, with five genes, not present in the Hardjo loci, encoding two glycosyl transferases,
an epimerase and two membrane proteins. Allelic differences and mutationsin these genes may be sufficient to account for the genetic

basis of serovar specificity.

CRECIMIENTO, VIRULENCIA Y ANTIGENICIDAD DE LEPTOSPIRA MOZDOK EN MEDIO EMJH MODIFICADO

Andrés Gonzalez, Niurka Batista, Yolanda Valdés y Marta Gonzalez
andresglez@finlay.edu.cu
Ingtituto “ Carlos J. Finlay”. Cuba

A pesardel alto costo de suscomponentes, el medio sintético EMJH es actualmente el mésutilizado parael aislamientoy cultivo
de cepas deLeptospira, en ocasiones en grandes vol imenes durante la obtencién de inécul os paralaplantade produccién. El presente
trabajo evalud lainfluencia de concentraciones crecientes de Tween 80 sobre el crecimiento, virulenciay antigenicidad de la cepa
vacunal L. mozdok, sinincrementar laconcentracion de albiminareportada. El crecimiento seevalud espectrofotométricamentey se
determind la variacion de otros parametros como rendimiento celular, velocidad de crecimiento y tiempo de duplicacién. La
estabilidad de la virulencia fue estimada en el modelo hamster sirio y la antigenicidad fue evaluada mediante aglutinacion
mi croscopi ca utilizando un antisuero policlonal de conejo. Bajo condiciones de cultivo controladas |a adicién de Tween
80 desde 1,25 hasta 3,25 mg/mL incrementd notablemente lavel ocidad de crecimiento y los rendimientos celulares finales con un
consumo total de lafuente de carbono, pero el crecimiento se afectd notablemente a concentraciones superiores. En este rango de
concentraciones no se observaron decrecimientosde lavirulenciay antigenicidad durante numerosos subcultivos sucesivos. Luego de
tres subcultivos en el medio modificado la cepa evidencid una tolerancia adaptativa a las altas concentraciones de acidos grasos
mostrando excel ente crecimiento y antigenicidad aconcentraciones de Tween 80 extremadamente liticas, aunquelavirulenciase afecté
notablemente. L osresultados sugieren que la cepa adaptada al canza unamayor asimilacion delafuentede carbonoy energiaquelano
adaptada bajo |as mismas condiciones de crecimiento.
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LEPTOSPIROSIS INFECTION BY SPORT AND OTHER LEISURE ACTIVITIES. REPORT ON CASES OF LEPTOSPIROSIS
DERIVED FROM OUTDOOR LEISURE ACTIVITIES

A. Schonberg
Bundesinstitut fiir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin,
Diedersdorfer Weg 1, D-12277 Berlin, Germany

Leisure or hobby activities of peopletakethem into risk situationsfor leptospirosis. These are camping, water skiing, canoeing,
swimming, hunting, fishing, farming and gardening, special sport events (for example“iron man contest”), travel/tourism etc. Cultural
and social factors modify the effects of leisure activities.

1. A schoolboy fell ill with fever, headache and pain in the leg after camping near the Isar River. The MAT showed atitre
against L. interrogans serovar icterohaemorrhagiae of 1:6400. L eptospires were isolated from the urine.

2. A patient, who had been fishing during holidaysin Southern Germany becameill after coming home. Renal involvement wasthe
main complication.

3. A family spent holidaysin the Netherlands. Their favorite sport was surfing. Several weeks later the two children showed fever,
enteritis, hepatitis, conjunctival suffusion, cardiac complications and neurological symptoms. Both children had a MAT-titre of
>1:1600 against several L. interrogansserovars.

4. Three male persons aged between 34 and 38, who had been part of a group whose boat had capsized on ariver during an
outing 18 days previoudly, presented a variety of symptoms, including high fever, chills, headache with meningism or facia
paralysis, mild hepatitis and renal involvement. The diagnosis of |eptospirosiswas serologically confirmed.

5. A participant (one of 330 competitors) at an iron man contest (triathlon like event), 38 years old, was hospitalized with
kidney problems. The patient returned from the Philippines. The MAT showed titres of <1:1600 against 4 L. interrogans
serovars.

IDENTIFICATION OF LEPTOSPIRAL SEROVARS BY RANDOMLY AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA FINGERPRINTING

I.F. Veloso; C.E. Salas; E.C. Moreira
profisio@vento.com.br
Escolade Veterinaria- UFMG. Brazil.

Leptospirosis is an important disease with worldwide distribution affecting human as well as wild and domestic
animals. Current diagnosis methods for leptospirosis lack sensibility and are time consuming. The Polymerase Chain
Reaction (PCR), a rapid and sensitive assay, was been used to detect leptospires in clinical samples. Recently, Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD-PCR) wich produces fewer DNA fragments has been used for rapid identification and
characterization different serovars. RAPD fingerprinting of 7 laboratory strains of leptospiral serovars (L. hardjo genotype
Hardjoprgjitno (OMS), L. hardjo genotype Hardjoprgjitno (CTG), L. mini, L. sawajizak, L. tarassovi, L. bratidava, L. pomona) was
carried out by using B11/B12 primers described previously. RAPD-PCR was found to be a simple rapid method for serovars
identification giving reproducible and serovar-specific banding patterns. For most of the serovars, differentiation bands were
observed between 100 and 1000 bp. Small differences between strains of serovar hardjo genotype Hardjoprajitno were found
in RAPD-PCR and confirmed by transmission densitometre in 563 nm. Thisresult suggest that occur heterogenicity among
genotypes isolated of different geographical areas. DNA’s from E. coli, M. Bovis, human and bovine DNA strains did not
exhibit any amplification confirmed the specificity of the pair of primers. RAPD-PCR is asimple and rapid method suitable
for the identification of some Leptospira serovars.

LEPTOSPIROSIS VACCINES. (LECTURE)

Ben Adler
Australia
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TRATAMIENTO INMUNOTERAPEUTICO EN 50 PACIENTES CON LEPTOSPIROSIS CRONICA REFRACTARIA A
ANTIBIOTICOS

\elasco-Castrejon O%, Rivas-Sanchez B,' Rivera-Reyes H?

Velasco.oscar@elfoco.com , oscarvel @terra.com.mx

Clinicade MedicinaTropical . Unidad de M edicina Experimental . Fac. de Med, UNAM-Hospital General de
México, “Terapia Médica Intensiva. Hospital General de México, SSA

En general se acepta que |0s sobrevivientes espontaneos o por tratamiento médico de leptospirosis aguda, se curan y
recuperan ad integrum; sin embargo, en nuestra experiencia es comun la observacién de numerosos pacientes con molestias
compatibles con leptospirosis crénica, que no sufrieron una fase aguda sintomética e incluso en muchos que la sufrieron, a
pesar de su “tratamiento correcto” y pasaron alafase cronica o persistente. En este tipo de pacientes es comin que, debido
asus variadas molestias, sean estudiados por médicos de multiples especialidades sin |legar a ningin diagndstico, por lo que
es frecuente que sean enviados al psiquiatra, eincluso, algunos de ellos suspenden su vida productivaal dejar su empleo o ser
despedidos por incapacidad laboral . También tratamos otros paci entes que padecen cirrosis avanzada, aparentemente secundaria
avirus hepatitis C, que no respondieron ainterferon y, en algunos casos, por no poder realizar transplantes hepaticos, fueron
deshauciados. Practicamente en todos estos pacientes, |os titul os serol gicos por MAT u otros métodos (I1FI, ELISA) bajan
drasticamente, por lo que son habitualmente negativos alos estandares serol 6gicos i nternacional es exigidos para esas pruebas.
Sin embargo, en ellos es relativamente sencillo realizar diagnéstico por observacién microscépica del parasito en sangrey
orina, mediante microvideograbaci 6n usando el sistemade VECOVISION eincluso, en algunos casos, logramos lavisualizacién
delabacteria mediante inmunohistoquimica. A este tipo de pacientes se les administré vacuna pragmética preparada a partir
delas 3 serovariedades de Leptospira interrogans mas comunes en la ciudad de México (canicola, icterohemorragiae
y pomona) asociada a 3 adyuvantes inmunol 6gicos, una vez semanal mente, hasta al canzar titulaciones muy elevadas
(> 1:20 000) principal mente de inmunoglobulinas IgG, con lo que logran rehacer su vida productiva.

EVALUACION DE LA REACTOGENICIDAD E INMUNOGENICIDAD DE LA PRIMERA VACUNA CUBANA CONTRA
LA LEPTOSPIROSIS HUMANA

Raydel Martinez,! Ana M. Obregon,* Alberto Pérez,2 Alberto Baly,® Morelia Bar6,> Reinaldo Menéndez,*
Aroldo Ruiz,t Amelia Urbino,* Manuel Diaz*

raydel @ipk.dd.cu

Ynstituto de MedicinaTropical “Pedro Kouri”. Cuba

?Ingtituto de Suerosy Vacunas “ Carlos J. Finlay”. Cuba

Introduccion y objetivos: La leptospirosis humana en nuestro pais ha presentado una tendencia ascendente, sobre todo en los
ultimos afios. Con €l objetivo de continuar con la inmunizacion de los grupos de riesgo fue desarrollada una vacuna con cepas
autdctonas. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la seguridad e inmunogenicidad de esta vacuna. Material y métodos. Para
evaluar lareactogenicidad einmunogenicidad fueron realizados dos ensayos clinicos control ados adobl e ciegas, con laparticipacién
de 298 voluntarios que fueron distribuidos al eatoriamente en grupos de estudio (grupos vacunados) y control (grupos placebos), con
el objetivo fundamental de evaluar lareactogenicidad e inmunogenicidad de lavacuna. En el segundo estudio se evalué y compard
ademéslareactogenicidad einmunogenicidad segun diferentesdosis (0,25 y 0,50 mL) y un ensayo clinico asimpleciegas, utilizando
la vacuna rusa como grupo control con la participacion de 959 voluntarios. La vacuna utilizada fue desarrollada en el Instituto
“Finlay”, lacua esunabacterinatrival ente (adsorbida), que contienelas cepas | cterohaemorhagiae, Canicolay Pomona. Lasreacciones
adversas que se evaluaron fueron: sintomasy signoslocales (dolor, rubor, infiltracion local, prurito, necrosisy absceso) y sintomas
y signosgenerales (fiebre, febricula, cefalea, lipotimia, nduseas, vémitos, rash, malestar generd, etc.). Lainmunogenicidad fue medida
mediantelapruebade microagl utinacion de serogruposy ELISA. Losresultadosfundamentalesfueron los siguientes: No se presentaron
reacciones adversas graves tras la administracion de lavacuna, lafebriculay € dolor local fueron los Gnicos signosy sintomas que
apareci eron en magnitudes aceptables, |afiebre aparece en un nimero reducido de voluntarios (0,5 %) en el tercer estudio asi como
otrossintomas generales, fue masfrecuentelafebricula y dolor local enlosvacunadoscon dosisde 0,50 ML, aungue en proporciones
muy bajas (1,5 y 4 % respectivamente), fue mayor lafrecuencia de febriculay malestar general en vacunados con vacunarusa. La
vacunaprodujo unaseroconversion de 29 % en el primer estudio y 20 % en el segundo mediante latécnicade microaglutinacion. Estos
resultados coinciden con otras bacterinas contra la leptospirosis humana, donde observaron bajos titulos de anticuerpos con una
buena proteccién (utilizando laMicroagl utinaci 6n), medidapor reto, considerando que puede ser debido aunarespuestacelular y que
lostitulos de aglutininasy laproteccién no se rel acionan necesariamente. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre la seroconversion de los vacunados con dosis de 0,50 mL y 0,25. Esta vacuna contra la leptospirosis humana no mostré
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reacciones adversasimportantes (tanto en la primeracomo en lasegundadosis). L as reacciones observadas en magnitudes aceptables
fueron fundamental mente febriculay dolor local .

EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE LA VACUNA CONTRA LA LEPTOSPIROSIS HUMANA EN GRUPOS DE RIESGOS
DE LA PROVINCIA DE HOLGUIN. CUBA

Raydel Martinez,® Alberto Pérez,> Manuel Diaz,® Angel Alvarez,' Morelia Bar6,? Betsy Montoya,?
Gisela de los Reyes,® Jorge Menéndez,> Rall Cruz,* Gustavo Serra,> Marlén Armesto,* Alfredo
Saltarén,® Osvaldo Sabournin®
raydel @ipk.dld.cu

Ynstituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”. 2 nstituto “Finlay”. *Centro Provincial de Higiene 'y
Epidemiologia. Provinciade Holguin. *Ministerio de Salud Publica. Cuba.

Introduccién y objetivos: La leptospirosis, zoonosis de amplia distribucién mundial, tiene gran importancia actual tanto en
medicinahumanacomo veterinaria, dadalas af ectaciones que produce alasalud del hombrey los animales, asi como alaeconomia.
Cubapor ser un paistropical, € clima, €l relieve, losdiferentesfluvialesnaturalesy artificiales existentes, |as extensas dreas agricolas
y los regimenes lluviosos en determinadas épocas han favorecido la propagacion de laleptospirosis en € hombrey animales. Esta
situacion sedistribuye por todo € territorioy el nimero de casos ha presentado unatendencia ascendente en cuanto amorbilidad. En
nuestro pais desde € afio 1983 eran inmunizados todos los trabajadores expuestos al riesgo de enfermar con una vacuna de
procedenciarusa, hasta el afio 1991 fecha en que dej6 de aplicarse por dificultades en el suministro. Con el objetivo de continuar la
inmunizacién alos grupos de riesgo del pais se desarrollé en el Instituto Finlay de Ciudad de La Habana una vacuna adyuvada con
cepas autdctonas de gran importanciaepidemiol égica por ser las de mayor circulacion, que de acuerdo con losresultadosenlos
ensayos preclinicos, evidencio resultados favorables. Material y métodos Para evaluar |a efectividad de esta vacuna se realizd un
estudio de intervencidn prospectivo que incluyé los grupos de riesgo de enfermar por leptospirosis de la provincia de Holguin. El
Universo de nuestro trabajo fue un total de 118 018 personas que realizaban actividades de riesgo tanto de forma permanente como
temporal, 101 137 de ellasfueron inmuni zadas con dos dosisde lavacunay 16 881 no | o fueron. Después de concluidalavacunacion
este universo de estudio (que previamente fue censado en un modelo de registro) fue seguido por el sistema local de vigilancia
epidemiol 6gicaen relacion con laaparicion delaenfermedad. El criterio de caso sospechoso y confirmado se conservé durante todo
el periodo de estudio. En € presente trabajo se exponen los resultados a concluir e periodo de vigilancia epidemiol gica de un afio
posterior alasegundadosis. Lacoberturaa canzada fue de 85,8 %. Laefectividad cal culada por |os diferentes métodos fue de 97 %.
Lafraccion prevenible poblacional fue de 83,5 %. Lavacuna contralaleptospirosis humanaen la Provincia de Holguin, mostré una
alta efectividad en la poblacion de riesgo estudiada, como expresion de la elevada proteccion conferidaaesta. Lautilizacion de esta
vacuna propicié que se pudieran prevenir 8 de cada 10 casos posibles de leptospirosis que se hubiesen presentado en este universo
de no haberserealizado laintervencion.

ELISA PARA LA CUANTIFICACION DE 1gG ANTILEPTOSPIRA CONTRA LOS SEROVARES CANICOLA, COPENHAGENI Y
MOZDOK. VALIDACION DEL METODO

Xenia R. Ferriol Marchena, Ana M. Garcia Malberty, Yoandra Rodriguez, Rolando Ochoa Azze,
Marta Gonzalez, Franklin Sotolongo Padron

Xferriol @finlay.edu.cu

Instituto “ Carlos J. Finlay”. Cuba

Se optimiz6 un ELISA de tipo indirecto en el cua se emplearon como antigenos de recubrimiento las células enteras de
Leptospirainterrogans delos serovarescanicola, copenhageni y mozdok, inactivadas con formal dehido y desecadasa 33 °C durante
16-20 h en placas para ELISA, con el objetivo de evaluar la respuesta inmune contra la vacuna cubana vax-SPIRALA. Para la
cuantificacion se empled un estandar a que se le asignaron unidades arbitrarias correspondientes al inverso del valor obtenido por
MAT siendo losmismos 31, 12y 58 U/mL paralostresserovaresincluidosen el preparado vacunal. Se utiliz6 un conjugado anti 1gG
humana-peroxidasa, € cual se unealosanticuerpos especificos contracadaserovar, reaccion que se evidencia por ladegradacion del
sustrato (ortophenilendiamina). El método se validd para los tres serovares obteniéndose una precision intraensayo e interensayo
excelentes, convaloresinferioresa10 % del CV. Lasdesviacionesdelarecuperacion, linealidad y paraelismo fueron tambiéninferiores
a 10 %. El suero control resulté tener una distribucion normal y se selecciond el rango paralos tres serovares en la zona de mayor
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interés para las muestras. El ELISA mostré 100 % de sensibilidad para los tres serovares y se obtuvieron valores de 93,33 % de
especificidad paralos serovarescanicola y copenhageni y de 100 % para el serovar mozdok. El limite de deteccion para cadauno de
los serovares fue de (0,478), (0,127) y (0,632) respectivamente.

EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD DE VAX-SPIRALA EN DOS POBLACIONES DE RIESGO

Yoandra Rodriguez, Xenia Ferriol, Roger Medina, Morelia Bar6, Marlene Armesto, Rolando Ochoa,
Marta Gonzélez

yoandrarod@finlay.edu.cu

Instituto “ Carlos J. Finlay” .Cuba

Debido al incremento delaincidenciade L eptospirosis en Cuba se desarroll6 unavacunatrivalente (canicola, copenhageni y
mozdok) como medida profil &ctica contra esta enfermedad (vax-SPIRAL&).

Con vistas aevaluar lainmunogenicidad de vax-SPIRAL® en poblacion de riesgo fueron vacunados 231 voluntarios, 108 de
Universidad Agrariade LaHabanay 123 del CENSA. Ambas instituciones estan ubicadas en zonas endémicas del municipio
San JosédelasLgjas, provincialLaHabana, caracterizadas por unaaltaincidencia. Se obtuvieron muestras de suero antesde la
vacunacion (T0) y 21 dias después de la segundadosis (T1), determinandose |a concentracion de IgG mediante un ELISA que
emplea como antigeno de recubrimiento célul asinactivadas de | os serovares componentes de lavacuna. Setomé como criterio de
respuesta un incremento de la concentracion de 1gG mayor de dos unidades en T1 con respecto a TO. Los resultados
evidenciaron que vax-SPIRAL® fue capaz de inducir anticuerpos 1gG contra los tres serovares en las dos poblaciones
estudiadas, con un 68,8y 66,67 % de respuesta en la Universidad Agrariay el CENSA respectivamente. Se constato que
alrededor de 40 % de la poblacion delaUniversidad Agrariay de 60 % del CENSA presentaban concentraciones de 1gG elevadas
previo alavacunacion. Estos resultados constituyen la primera demostraci6n de |a capacidad inmunogénicade vax-SPIRAL® en
poblacion de riesgo expuesta.

PROTECCION PASIVA DEL SUERO DE PERSONAS VACUNADAS CON VAX-SPIRALA EN HAMSTERS

Marta Gonzalez, Yoandra Rodriguez, Andrés Gonzalez, Roger Medina, Niurka Batista, Yolanda Valdés,
Morelia Bar6, Marlene Armesto, Rolando Ochoa y Luis |zquierdo.

martaglez@finlay.edu.cu

Instituto “ Carlos J. Finlay”. Cuba

Como parte delos estudios de caracteri zacién de larespuestainmuneinducidaen vacunados con vax-SPIRA L ase desarrollaron
2 esguemas de vacunacion en personal de riesgo expuesto pertenecientesalaUniversidad Agrariade LaHabanay a Centro de Sanidad
Agropecuaria( Municipio, San José deLasL gjas). Serealizaron 2 muestreos de sangre: antesdelavacunacion (TO) y 21 diasdespués
de lasegundadosis (T1). LalgG especifica fue medida mediante un ELISA indirecto cuantitativo y su efecto protector se midio
mediante un ensayo de proteccion pasivaen hamster. De acuerdo con el nivel de1gG especificamedido por ELISA, se prepararon 4
muestras aevauar (mezclade sueros): P1(TO, conunnivel delgG especificabajo), P2 (TO con un nivel delgG especificaalto), P3
(T1dondeel criterio de respuesta es un incremento de laconcentracion de IgG menor de dos unidades con respectoaT0) y P4 (T1
dondeel criterio derespuesta es un incremento dela concentracion de IgG mayor de dos unidades con respecto aTO) . Entrelas 18-
24 horas de inoculadas las muestras |os hamsters se retaron frente a 1 000 — 10 000 DL50 de | os serovares canicola, copenhageni y
mozdok, siendo observadosdurante 14 dias. L os resultados obtenidos mostraron que si existe unarelacion entre larespuestade 1gG
especificamedidapor ELISA y laproteccion inducida, ademas de demostrarse que €l nivel de IgG especificamedido en el suero de
personas expuestos esta relacionado con proteccion.

VACUNA CUBANA MULTIVALENTE ANTILEPTOSPIROSICA PARA USO HUMANO (CONFERENCIA)

Gustavo Serra
Instituto “ Carlos J. Finlay”. Cuba.
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BROTES DE LEPTOSPIROSIS HUMANA EN LA PROVINCIA CIEGO DE AVILA

Miguel Suarez, Raydel Martinez y Juana Maria Alonso
CPHE de Ciego de Avila. Cuba.

Se analizan los brotes de leptospirosis ocurridos en la provincia Ciego de Avilaen el periodo de 1980 a 2000. En la etapa se
notificaron 40 brotes. L as actividades principal es vinculadas alos mismosfueron: laatencion a cultivo delacafiade azlcar, € cultivo
del platano, €l bafio en rio y las inundaciones. Se nota un incremento de brotes a partir del mes de junio. En los meses de octubre y
noviembre se reportan las mayoresincidencias. Los grupos de edades que més casos aportaron fueron de 10-14 afios, 15-19 afios y
de 30 a 34 afios. El sexo mas afectado fue el masculino. Los grupos mas afectados fueron los estudiantes, pobladores urbanos y
trabagjadores agricol as cafieros. De 10s40 brotes 21 fueron confirmados por medio delapruebade microaglutinaciony 19 por laprueba
de hemoagl utinacion, siendo |os serogrupos mas frecuentes Pomonay Australis.

CARACTERIZACION DE LAS MENINGOENCEFALITIS ASEPTICA POR LEPTOSPIRA EN LA PROVINCIA CIEGO
DE AVILA

Miguel Suarez, Manuel Pérez de Corcho y Juana Maria Alonso.
CPHE de Ciego de Avila. Cuba

Se pesquisaron 596 meningoencefalitis asépticas en los hospital es provinciales en €l periodo de 1983 al999. A cadacaso sele
tomaron dos muestra de suero para investigar Leptospira por la técnica de microaglutinacion, se trabajé con 21 serogrupos. Se
considerd caso confirmado el quetuvieraseroconversioneso incremento detitulo. Se confirmaron 51 casos de leptospirosis parael
8,5 %, laproporcién ennifiosfue4,1%y enadultos 11,1 %. Ademasde cadacaso se analizaron |os parametros siguientes: nimero
decélulasen€ liquido cefalorraquideoy nivelesdeglucosay el pandy. Ademés se evalud €l leucogramay laeritrosedimentacion, asi
como laestadia hospital aria. Predominaron en los enfermos de leptospirosisen €l liquido cefal orraquideo latenenciade menosde 101
células, laglucosanormal y el pandy con una cruz. Laleucopenia fue mas frecuente. El 59 % tenia neutrofiliay 62 % estuvieron
ingresados entre 8y 14 dias.

ELABORACION Y APLICACION DE ANTIGENO ESS POR LABIOFAM

Noemi Gainza, Ofelia de la Nuez e Islay Rodriguez
Grupo Empresarial LABIOFAM.

La leptospirosis constituye un evento epidemioldgico que cobra gran importancia en los paises del area, donde Cuba esta
representada. El diagndstico de esta enfermedad se basa fundamental mente en métodos serol égicos y bacteriol 6gicos, mediante los
cuales se detectan anticuerpos | eptospiralesyasean 1gG o1gM y el aislamiento del germen segiin el grado deinfestacion del mismo.
El diagndstico serol 6gico por hemoaglutinacion pasivaes unatécnicarapida, sensible que se encuentrageneralizadaen todo el pais
permitiéndonos diagnosticar laleptospirosisen humano'y aplicar laterapéuticaespecificacontraella. Enlos Laboratorios Biol 6gicos
Farmacéuticos se fabrica desde 1992 un antigeno ESS parael diagndstico de laleptospirosis humana basado en la hemaglutinacion

pasiva (HA).

COMPORTAMIENTO CLINICO-EPIDEMIOLOGICO DE LA LEPTOSPIROSIS HUMANA EN EL MUNICIPIO LOS PALACIOS,
PROVINCIA PINAR DEL RiO, CUBA. 1996- 1998

Roberto Cariete Millafranca,® Raydel Martinez SAnchez,' Olga Suarez Delgado,? Omar Lo6pez Pifieral
cafiete@ipk.sld.cu

Y nstituto de Medicina Tropical Pedro Kouri.

2Policlinico Docente Comunitario. Municipio Los Palacios.
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Introduccién: Laleptospirosis es una enfermedad infecci osa generali zada causada por espiroquetas del género Leptospira que
afectaamamiferos salvajesy domésticos. L oshumanos seinfectan de maneraocasional atravésdel contacto con animalesinfectados
0 através del agua o el suelo contaminados con orina procedente de estos animales. En el municipio Los Palacios se encuentra
ubicado un Complejo Agroindustrial Arrocero donde laboran gran cantidad de personas que se exponen de manerareiteradaala
orina de animales contaminadas y por consiguiente es considerado un lugar de riesgo para adquirir la enfermedad. Objetivo:
Determinar el comportamiento clinico- epidemiol 6gico delaleptospirosishumanaen el municipio Los Palacios, ProvinciaPinar del
Rio, Cuba. Material y métodos Realizamos un estudio descriptivo retrospectivo en el cual se pudieron conocer algunos aspectos
epidemiol 6gicos delaenfermedad en este municipio durante el periodo de enero de 1996 adiciembre de 1998. Lainformacion delos
casos se obtuvo por la encuesta epidemiol dgica para casos de |eptospirosis que se aplica en el Centro Municipal de Higieney
Epidemiologia. Resultados: El 94 % (30/32) delos casos correspondian al sexo masculino. El grupo etéreo de 14 a 19 afiosfue
el més afectado 21,8 % (7/32). Los hallazgos clinicos mas comunes fueron fiebre 100 % (32/32), mialgia84 % (27/32) y artralgia
62 % (20/32). Laslaboresrelacionadas con el manejo del arroz 87,5 % (28/32) se asociaron de manerasignificativaalaaparicion de

laenfermedad p< 0,05.

LEPTO DIPSTICK: RESULTADOS DE SU APLICACION AL DIAGNOSTICO RAPIDO DE LA LEPTOSPIROSIS HUMANA

Islay Rodriguez, Carmen Fernandez, Celia Llerena, Berta Victoria, José Rodriguez, Ana M. Obregdn
iday@ipk.dd.cu
Laboratorio Nacional de Referencia de Leptospiras. |PK. Cuba

Un ensayo de dipstick, parala deteccion rapida de anticuerpos IgM anti-Leptospira especificos, fue utilizado en € diagnéstico
serol 6gico de 41 muestras de sueros humanos con sospechas de esta entidad. L os resultados fueron comparados con |os obtenidos por
lamicroaglutinacion de serogrupos con antigenos vivos, observandose una coincidenciaentre ellos de 85,4 %, y se demostro que el
antigeno leptospiral usado en latiraes capaz dereconocer anticuerpos adiferentes serogrupos. Esteesun ensayo fécil deredlizar, que

consume poco tiempo, por 1o que permitié ofrecer una respuesta rapida a los médicos de asistencia de | os pacientes estudiados.

MICROAGLUTINACION MODIFICADA. VALOR PRACTICO EN EL DIAGNOSTICO DE RESPONDEDORES CON BAJOS
TITULOS DE ANTICUERPOS EN LA FASE AGUDA DE UNA LEPTOSPIROSIS HUMANA

Obregén AM, Fernandez C, Pérez Madeline, Mictoria B, Rodriguez I, Rodriguez J.
Amobregon@ipk.sid.cu
IPK. Cuba

El ProgramaNacional de Control y Prevencidn delal eptospirosis humanaen Cubadescribe latécni cade aglutinacidn microscopica
como la prueba de referencia mundial para el serodiagndstico de la leptospirosis. En el presente trabajo realizamos un estudio
serol 6gico para determinar |os parametros cualitativos de una variante de la técnica aglutinacion microscdpica, denominada como
MAT-V. Lasvariacionesconsistieron enrealizar diluciones séricasapartir de 1:10. Seemplearon 4 grupos de estudio. Se usaron como
técnicas dereferencialaagl utinaci 6n microscopicaconvenciona (MAT-C) y lahemagl utinacion pasiva(HA). Lasensibilidad detectada
por laMAT-V fuede 78 %, laespecificidad de 89 %y el valor predictivo paraunapruebapositivay de unanegativa, fue 84y 86 %
respectivamente. El indice de coincidencia entre MAT-V y laMAT-C fue de 74,2 %y entre laMAT-V y laHA fue de un 44,48%,
mientrasque el de MAT-Cy HA fue de 70 %. Del grupo de 140 pacientes con sospechade leptospirosis, 117 casos fueron positivos
por laMAT-V, mientras que por laMAT-Cy laHA estos fueron 81 y 41 respectivamente. Se determind la frecuencia de aparicién
de serogrupos mediante laM AT-V resultando tener mayor % €l serogrupo Ballum (29,5 %), también aparecieron 13 casos con fuertes
de cruzamientos serol dgicos, |o que represent6 11 %. Similares resultados fueron obtenidos por MAT-C. Proponemos al MINSAP
laintroduccion de unavariante alatécnicade aglutinaci on microscépicaalaRed de Laboractorios provincia es que se norman por el
Programa de Control y Prevencion de la L eptospirosis humana en Cuba.

ESTUDIO POR TECNICAS CONVENCIONALES Y DE BIOLOGIA MOLECULAR DE CASOS DE LEPTOSPIROSIS HUMANA

Victoria B; Fernandez C; Rodriguez J; Obregon AM; Rodriguez 1.
berta@ipk.dd.cu
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (1PK). Cuba

Muestras de sueros de 14 pacientes procedentes de la provincia de Villa Clara con sospecha de leptospirosis, fueron estudiadas
por lastécnicas de microaglutinacién y hemaglutinacién indirecta. Las cepas aisladas apartir deloshemocultivos de estos pacientes,
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se agruparon teniendo en cuenta sus similitudes antigéni cas por |atécnicade microagl utinacion con anticuerpos policlonales contra8
serogrupos. El ADN de estas cepas fue amplificado por lareaccion en cadenadelapolimerasa, y digerido conlaenzimaAlul. Cuatro
de los pacientes estudiados fueron negativos por las técnicas seroldgicas empleadas. Las cepas estudiadas se agruparon en los
serogrupos Ballum, Pomona, | cterohaemorrhagiae, Canicolay Tarassovi (6, 5, 1, 1y 1 ceparespectivamente). En todas | as cepas se
logré amplificar un fragmento de 631 pb del gen 16S del ADNr. No se obtuvo ningun producto de amplificacidn en las cepas de
referenciano patégenas utilizadas, coincidiendo con lo descrito en laliteratura. Ladigestion enziméticadel ADN amplificado produjo
un mismo patrén de tres bandas paratodas | as cepas, correspondientesalosfragmentosde 81, 117 y 433 pb como eraesperado segin
la secuencia de este gen disponible en la base de datos “ Gen Bank”. El uso combinado de técnicas convencionales y de biologia
molecular permiti6 hacer un diagndstico certero delainfeccion.

LEPTOSPIROSIS EN NINOS DE LA PROVINCIA CIEGO DE AVILA

Miguel Suarez, Raydel Martinez, Jose Bustelo, Olga Carrera 'y Clara Puerto
CPHEM de Ciego de Avila
Cuba.

Se analizaron 253 casos reportados en edades pediétricas. Predominé el grupo de 10 a 14 afios, seguido de 5 a9 afios, fue més
frecuente & sexo masculino. Solo sereportd un fallecido. Los sintomasy signos de mayor frecuenciafueron fiebre, cefaleay miagia,
92 % de los casos eran anictéricos. Los diagnosticos presuntivos mas planteados fueron sindrome febril agudo, leptospirosis y
meningoencefalitis viral. En las posibles fuentes de infeccion el contacto con terrenos bajos 'y €l bafio en fuentes de agua dulce
presentaron € mayor niimero de casos. Seanalizan en el estudio ciertasdiferenciascon el cuadro clinico enlosadultosy se sefidlaque
amedida que se ha pesquisado esta entidad en pediatria, € reporte es mayor.
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Comentarios mas notables sobr e los trabaj os presentados

ESTRATEGIA CUBANA PARA EL CONTROL DE LA LEPTOSPIROSIS:

Latasa de enfermos es mayor entre individuos de 15-40 afios por ser estas precisamente las edades més
expuestas. En el caso de los nifios no son vacunadaos, sin embargo, no resultan infectadosy no enferman, o
gue se debe sencillamente a que de acuerdo con la educacidn que se halogrado en la poblacion los nifios no
resultan expuestos; |0 mismo ocurre con los ancianos, embarazadas, etc. Este hecho demuestra que la
prevencion de la enfermedad se logra a través de la combinacion de muchos factores.

LEPTOSPIROSIS CRONICA:

Se deben mostrar evidencias bacteriol gicas (aislamiento) de la presencia del microorganismo en estos
pacientes para poder corroborar este fendmeno tan raro en humanos.

MICROSCOPIO AXIOLAB:

Este equipo permite disminuir €l tiempo requerido paralaprueba, que por €l método tradicional requiere
de unahoradeincubacion delas placas, gracias aeste microscopio, se han realizado experimentos en los que
se reduce hasta 15 minutos €l tiempo de incubacion.

Nota: Se habl6 afavor de este nuevo microscopio paralalecturadirectadelapruebade microaglutinacion
(MAT, siglaseninglés), argumentado por laexperienciade un grupo de especialistas brasilefios que utilizan
este equipo con muy buenos resultados.

BIOSINTESIS DEL LIPOPOLISACARIDO (LPS) LEPTOSPIRAL:

Es de importancia entender este mecanismo que explica como el cambio de una sola base en el genoma
produce un nuevo tipo de LPS. Fendmeno quejustificala constante aparicion de nuevos serovares, y quelas
leptospiras puedan escapar de la accién de los anticuerpos.

ELISA PARA MEDIR RESPUESTA DEL TIPO 1gG FRENTE A LA VACUNA CUBANA VAX-SPIRAL:

Larespuesta lgM esimportante sobre todo en fase aguda, pero se sabe que la respuesta de anticuerpos
(Ac) protectoraestambién medidapor Ac del tipo IgG. Si fueramos apensar que laproteccién responde solo
aAcdel tipo IgM, no tuviésemos unarespuestainmunol 6gicamadurafrente alavacuna. Tenemos confianza
en que la proteccion mayor de esta vacuna esté causada por Ac de clase IgG.

Debe esperarse que exista una correlacion entre la respuesta del tipo 1gG y la respuesta frente a la
aglutinacién quemidelgM.

Hemos demostrado lacapacidad protectoradelos Ac IgG producidos ante lavacunaen estudiosrealizados
en model os animales, que han sido retados con la bacteria. Sin embargo la verdadera prueba a mano esla
proteccién que confiere en el terreno. En cuanto asi existen evidencias de que estos Ac sean bactericidas, la
Unica evidencia que tenemos in vivo es gque protegen frente al reto con la bacteria. Estamos estandarizando
en € laboratorio latécnica para determinar si estos Ac son bactericidas o no.

Aun € conocimiento sobre la leptospira es escaso, falta mucho por conocer acerca de sus factores
patogénicos, |osfactores que podrian aumentar o disminuir lavirulenciadelasdistintas especiesdelLeptospira,
€l genrelacionado con lavirulencia, etc. Conocimientos que podrian ampliarse atravésdel enfoque hacialos
experimentosin vivo, y de unarevision de lastécnicasviejas alaluz delaBiologia Mol ecular.



