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RESUMEN

Se estudiaron muestras clinicas de 293 pacientes con sospechas de leptospirosis, para la confirmacién microbiolégica de estos
eventos, durante los meses de octubre-diciembre de 2005 cuando se produjeron en Cuba 2 brotes epidémicos en humanos. Se
analizaron sueros de pacientes, tanto en la fase aguda como convaleciente, asi como hemocultivos realizados antes del comienzo
del tratamiento con antibiéticos. Para el diagnéstico serolégico se emplearon técnicas convencionales (hemaglutinacién pasiva
y microaglutinacion de serogrupos) y de avanzada o de diagnéstico rapido (Lepto tek Dri-Dot, Lepto-Cuba, Latex-India, Lepto
tek Lateral Flow). Dentro del brote | se confirmaron por las pruebas serolégicas 26 % (22/84) de los individuos estudiados, y a
partir de hemocultivos 25 % (5/20), mientras que en el brote Il se confirmaron seroldgicamente 48 casos de 162 estudiados
(30 %), y se obtuvo aislamiento de leptospiras en 6 casos de 27 procesados (22 %). Las principales serovariedades encontradas
seroldgicamente fueron Canicola, Ballum, Icterohaemorrhagiae y Pomona. Los métodos de diagnéstico rapido fueron herramientas
Gtiles como pesquisa en los casos mas graves o de edad pediatrica. Se confirmé que la causa de los 2 eventos epidemioldgicos
ocurridos fue la infeccion por leptospiras patégenas, lo que contribuyé a la toma de medidas higiénico-sanitarias en las

2 provincias.
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La leptospirosis es considerada hoy dia
como una enfermedad infecciosa emergente en
diversos paises, mientras en otros es identificada
como reemergente, dada la frecuencia de brotes
epidemioldgicos ocurridos durante los Gltimos
10 afios.**

El espectro de la enfermedad humana causada
por leptospiras es extremadamente amplio, puede
variar desde una infeccion subclinica hasta un
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sindrome severo de infeccion multiorganica con
elevada mortalidad.*®

Esta enfermedad en Cuba tiene un compor-
tamiento endémico-epidémico con un caracter
ciclico-estacional, donde se registra histéricamen-
te la mayor morbilidad durante los meses de
agosto a diciembre. Las principales dificultades
confrontadas en la prevencion y el control de la
leptospirosis han estado asociadas con la alta
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infestacion de roedores, presencia de perros y
cerdos en las ciudades, deficiente tratamiento de
los residuales pecuarios y limitada disponibilidad
de medios de proteccion, asi como el régimen de
lluvia.®

El comportamiento de esta entidad en Cuba
ha estado enmarcado en 3 etapas bien diferen-
ciadas: la primera (entre 1980 y 1990) present6
una tendencia ligeramente ascendente, la segunda
(de 1991 a 1994) se caracterizd por un marcado
aumento del nimero de casos, mientras que durante
la tercera etapa (de 1995 a 2002), se observé una
franca reduccion, la cual se mantuvo hasta 2004,
pues durante 2005 el nimero de casos se in-
cremento.”

Durante los meses de octubre-diciembre de
2005 se produjeron 2 eventos epidemiolégicos en
humanos, en 2 provincias cubanas. Segun las
manifestaciones clinicas presentadas en los
diferentes pacientes, y tomando en consideracion
las situaciones epidemiolégicas existentes, unido a
las abundantes precipitaciones ocurridas con
anterioridad, después de un largo periodo de sequia,
llevaron a pensar que se trataba de leptospirosis,
por lo que el Laboratorio Nacional de Referencia
de Leptospiras (LNRL) del Instituto de Medicina
Tropical “Pedro Kouri” (IPK) como parte de un
grupo multidisciplinario especializado, se propuso
realizar la confirmacion microbioldgica de estos
eventos en cada una de las provincias implicadas.

METODOS
MUESTRAS

Fueron estudiadas muestras de sueros y
hemocultivos de 293 individuos con sospechas de
leptospirosis humana, de ellos 104 procedentes del
Brote | y 189 del Brote II.

Las muestras de sueros fueron tomadas al
comienzo de los sintomas de cada uno de los
pacientes, y en algunos se tomé una segunda
muestra de suero a intervalos de 7-10 d después
de haber tomado la primera.

Las muestras de sangre para realizar
hemocultivos fueron tomadas durante el pico febril
de cada paciente, antes del comienzo del tra-
tamiento con antibidticos.

METODOS ANALITICOS
Métodos seroldgicos convencionales

Hemaglutinacién pasiva (HA): se realizé e
interpretd segn lo reportado en el Programa
Nacional de Prevencion y Control de la Leptos-
pirosis Humana en Cuba, utilizando como antigeno
la sustancia sensibilizante de eritrocitos (ESS)
producido por la Empresa LABIOFAM.®

Microaglutinacion de serogrupos con antigenos
vivos (MAT): la metodologia empleada, asi como
la interpretacién de los resultados aparecen
descritas en los Lineamientos para el Control y
Prevencién de la Leptospirosis, editado por el
Comité de Expertos de la Organizacién Mundial
de la Salud.? Se utiliz6 como dilucioén inicial del
suero 1:10.°

Métodos de diagnostico rapido

Lepto tek Dri-dot: fue utilizado el paquete
comercial Lepto Tek Dri-Dot (Organon Teknika)
siguiendo las instrucciones de su productor.

Lepto-Cuba: se utilizo el reactivo latex acoplado
a 4 antigenos de leptospira, elaborado en el LNRL
del IPK, y nombrado Lepto-Cuba.* Se mezclaron
10 mL del reactivo con 10 mL del suero problema
sobre una tarjeta de aglutinacion, esta se agitd
suavemente durante 3 min como maximo, y se
procedio a la lectura, resultd positivo aquel donde se
observo aglutinacion franca en sobrenadante claro.

Latex-India: para esta prueba se utilizaron
particulas de latex sensibilizadas con proteinas
purificadas de leptospiras, elaboradas previamente
en el Centro Colaborador OPS/OMS para la
Vigilancia, Docencia, Investigacion y Diagnostico
en Leptospirosis de Port Blair, Islas Andaman-
-Nicobar, La India. De manera general, sobre una
tarjeta de aglutinacion se mezclaron 10 mL de las
particulas de latex y 5 mL del suero problema, esta
se agitd con movimientos rotativos durante 30 s,
finaliz6 entonces con la lectura de la reaccion a
partir de la aparicion de aglutinaciones francas en
sobrenadante claro.

Lepto tek Lateral Flow: se utilizé el paquete
comercial Lepto Tek Lateral Flow (Organon



Teknika) siguiendo las instrucciones de su
productor.

Métodos bacterioldgicos

Hemocultivo

Se aplico la metodologia que se describe en el
Programa Nacional de Prevencion y Control de la
Leptospirosis Humana en Cuba,® con algunas
modificaciones. Se utilizaron 2 frascos pequefios
con tapa de goma y retapa metalica por paciente,
cada frasco contenia medio de cultivo selectivo
para leptospiras, los cuales fueron preparados en
el LNRL del IPK. Puncionando la tapa de goma
de cada uno de los frascos, con la misma aguja
que se realizo la extraccion de sangre al paciente,
se adicionaron 1y 2 gotas de esta, respectivamente,
en cada frasco. Los frascos inoculados fueron
transportados rapido al LNRL para su proce-
samiento.

CRITERIOS PARA LA INTERPRETACION
DE LOS CASOS

Criterios de positividad

Se considero caso positivo de leptospirosis a
todo individuo en el que se obtuvo uno de los
criterios siguientes:®

- Aislamiento de leptospira a partir de he-
mocultivo.

- Seroconversion o incremento de titulo (4 veces)
en sueros pareados por HA y/o MAT.
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- Titulo significativo por HA (> 1:80) y/o MAT
(= 1:160) al estudiar una Unica muestra de
suero, y reactividad en pruebas de diagnostico
rapido.

Se considerd caso negativo de leptospirosis al
que no mostro los resultados anteriores al estudiar
un hemocultivo o un par de sueros.

Criterios de reactividad

Se consider6 caso reactivo a leptospirosis
cuando se obtuvo uno de los criterios siguientes:®

- Incremento inferior a 4 veces del titulo por HA
y/o MAT en sueros pareados.

- Titulos no significativos por HA (< 1:80) y/o
MAT (< 1:160) y/o reactividad en pruebas de
diagnostico rapido en una Unica muestra de
suero.

Se considero caso no reactivo de leptospirosis
cuando no se obtuvo reactividad seroldgica en las
pruebas utilizadas al emplear una Unica muestra
de suero.

RESULTADOS

La duracion media entre el comienzo de los
sintomas y la toma de la primera muestra de suero
para ambos brotes fue de 3,1 d, y el rango estuvo
entre 0-7 d.

Los resultados mediante las pruebas sero-
I6gicas y bacterioldgicas en las muestras estudiadas
aparecen reflejados en la tabla.

TABLA. Resultados de la aplicacién de las pruebas serolégicas y bacterioldgicas a las muestras procedentes de los individuos con

sospechas de leptospirosis en los 2 brotes epidémicos

Pruebas Prueba
seroldgicas bacteriolégica Total casos
Brote Caso positivo Caso negativo Caso reactivo Caso no reactivo Caso positivo Caso negativo positivos

[ 26 % (22/84) 1% (1/84) 20 % (17/84)
T 30 % (48/162) 3 % (5/162) 30 % (49/162)

53 % (44/84) 25 % (5/20) 75 % (15/20) 26 % (27/104)
37 % (60/162) 22 % (6/27) 78 % (21/27) 29 % (54/189)
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La seroprevalencia de anticuerpos a leptos-
piras, mediante los diferentes métodos serolégicos,
fue de 44 % (39/104) en el Brote I, y 60 % (97/189)
en el Brote Il, lo que demuestra el nivel de
exposicion de los individuos estudiados a fuentes
contaminadas por leptospiras.

Las principales serovariedades de leptospiras
detectadas serol6gicamente en estos pacientes
fueron, en orden decreciente, Canicola, Ballum,
Icterohaemorrhagiae y Pomona.

Los aislamientos de leptospiras se encontraban
caracterizdndose desde el punto de vista seroldgico
y molecularmente, en el momento en que se redactd
el presente trabajo.

DISCUSION

La leptospirosis es una enfermedad zoonoética
muy frecuente en Cuba y otros paises tropicales,
sin embargo, en ocasiones es subdiagnosticada por
causa de los sintomas no especificos asociados a
la infeccidn, y a las dificultades relacionadas con
su diagnostico; se necesita entonces de la imple-
mentacion de ensayos simples, confiables, rpidos
y econémicos.t®

La deteccion de una respuesta inmune tem-
prana continta siendo dificil por los métodos
existentes en la actualidad, esta baja sensibilidad
temprana explica que no se hayan detectado
anticuerpos en todos los pacientes investigados con
sospechas clinico-epidemioldgicas, teniendo en
cuenta la corta duracién entre la aparicion de los
sintomas o signos y la toma de la primera muestra
de suero.

En ocasiones los picos en los titulos de
anticuerpos no son detectados hasta 2-3 semanas
después del comienzo de la infeccion.*®

En esta investigacion el diagndstico inicial se
realizé por medio de la técnica de HA. En los casos
graves o con alguna complicacion clinica, asi como
en los casos de edad pediatrica se aplicaron
también métodos de diagndstico rapido para el
pesquisaje, esto permitié ofrecer una respuesta
oportuna al personal médico de asistenciay apoyar
de esta forma la toma de decisiones terapéuticas.
Se conoce que la orientacion y aplicacion de un
tratamiento con antibiéticos es correcto aun
antes de conocer la respuesta del diagndstico

microbioldgico, porque puede tardar hasta
semanas-meses, siempre que exista la sospecha
clinico-epidemioldgica de la infeccion.

Para la confirmacion de caso es necesario el
trabajo con pares de sueros, mecanismo que
dificulta ain més la investigacion; factores como
este pueden ocasionar un subregistro de algunos
casos positivos a leptospirosis.t>®

Las pruebas rapidas han sido utilizadas tam-
bién en Cuba a pacientes con sospechas de leptos-
pirosis no asociados a brotes epidémicos. Se ha
demostrado siempre su aplicabilidad y utilidad.!*2
El diagnostico confirmatorio en el presente trabajo
fue realizado por la técnica MAT como método de
referencia internacional, utilizando los serovares
de mayor circulacion en el pais. Se comprobd la
existencia de correspondencia entre las serova-
riedades encontradas como posibles agentes infec-
tantes y las ya reportadas como principales en Cuba
a partir de aislamientos y serologia,* lo que sugiere
una vez mas que el serogupo Ballum debe incluirse
en la vacuna cubana de uso en humanos, e incre-
mentar también el nimero de individuos inmu-
nizados con esta vacuna.

El aislamiento de leptospiras a partir de los
hemocultivos es de gran importancia, pues aunque
no ofrece un diagndstico temprano de la infeccidn,
sino retrospectivo, permite su confirmacion, asi
como conocer con exactitud cual es la serovariante
de leptospira responsable de la infeccion y circulante
en cada region geografica. EI empleo de la meto-
dologia modificada permitié disminuir el grado de
contaminacion en los cultivos, y ademas la nueva
presentacion garantiza una transportacion mas
segura hacia el LNRL en el IPK.

Laaplicacion y combinacion de las principales
pruebas disponibles para el diagndstico microbio-
I6gico de la leptospirosis humana, permiti¢ realizar
el diagnostico y la confirmacion de los casos de
leptospirosis, lo que contribuy0 a la confirmacion
clinico-epidemioldgica y microbioldgica de los 2
brotes presentados en las 2 provincias cubanas, y
esto a su vez contribuy6 a la toma de medidas
higiénico-sanitarias en cada region implicada, que
ayudaron al control y prevencién de la enfermedad
en cada territorio.



Microbiological confirmation of two emergent
outbreaks of human leptospirosis in Cuba

SUMMARY

Clinical samples from 293 patients with suspicion of leptospirosis
were studied for the microbiologic confirmation of these events,
in October-December 2005, when there were 2 outbreaks in
humans, in Cuba. Sera samples of patients in acute phase and
during convalescence, as well as hemocultures performed before
the beginning of the antibiotic therapy, were analyzed.
Conventional techniques (passive hemagglutination test and
serogroups hemagglutination), and advanced or fast diagnosis
techniques (Lepto tek Dri-Dot, Lepto-Cuba, Latex-India, Lepto
tek Lateral Flow) were used for serologic diagnosis. In outbreak
I, 26 % of the studied cases were confirmed by serological tests
(22/84), and 25 % (5/20) through hemocultures; whereas in
outbreak 11, 48 of the 162 studied cases (30 %) were serologically
confirmed, and it was possible to obtain isolation of leptospires
in 6 of the 27 processed cases (22 %). The main serovariants
found by serology were Canicola, Ballum, Icterohaemorrhagiae,
and Pomona. The rapid diagnosis methods were useful screening
tools in the most severe cases or at pediatric ages. The two
epidemiologic events were caused by pathogenic leptospires
infection, which contributed to the adoption of hygienic-sanitary
measures in both provinces.

Key words: Leptospirosis, epidemiologic outbreaks, diagnosis.
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