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RESUMEN

Introduccion: la leptospirosis como importante zoonosis reemergente a nivel
mundial presenta una mortalidad asociada entre 15 y 25 %. El diagndstico
postmortem de esta enfermedad es laborioso. Diferentes métodos moleculares se
utilizan en su confirmacion, entre ellos la reaccién en cadena de la polimerasa. En
Cuba, desde 2008 se realiza el diagnostico molecular de los fallecidos con sospecha
de leptospirosis en el Laboratorio Nacional de Referencia de Leptospiras del
Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (LNRL-1PK).

Objetivo: diagnosticar leptospirosis a partir de tejidos frescos de fallecidos por un
método molecular.

Métodos: de 50 fallecidos: 3 de 2008, 7 de 2009, 15 de 2010 y 25 de 2011, se
estudiaron 171 muestras de tejidos frescos de diferentes 6rganos, mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa simple que amplifica un fragmento del gen
lipl32. De los fallecidos, 9 disponian de un suero, utilizado para los estudios
serologicos.

Resultados: se confirmd 32 % de los casos (16/50), correspondiendo 2 (66,7 %) a
2008, 2 (28,6 %) a 2009, 1 (6,7 %) a 2010y 11 (44 %) a 2011. El pulmdbn mostré
25 % de positividad (12/48); el higado 25,6 % (11/43); el rifiobn 22,5 % (9/40); el
cerebro 6,3 % (1/16); el corazén 7,1 % (1/14); el bazo 12,5 %(1/8) y el musculo
50 % (1/2). Un caso result6é positivo por serologia y negativo por la reacciéon en
cadena de la polimerasa. Otros 3 casos dieron positivos por reaccion en cadena de
la polimerasa y negativos por serologia. La concordancia global entre ambos
métodos para el estudio de los sueros fue de 55,5 % (5/9).

211
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Medicina Tropical. 2013; 65(2): 211-222

Conclusiones: la reaccion en cadena de la polimerasa, como herramienta para el
diagndstico postmortem contribuye a la confirmacion en fallecidos con sospecha de
leptospirosis. La serologia puede usarse en estos casos para una mejor
interpretacion de los resultados, sin embargo, es una muestra que no se remite
frecuentemente al laboratorio para su estudio.

Palabras clave: leptospirosis, diagndstico molecular postmortem, reaccién en
cadena de la polimerasa, tejidos frescos.

ABSTRACT

Introduction: leptospirosis is an important re-emerging zoonosis worldwide, with
an associated mortality ranging 15-25 %. Post-mortem diagnosis of the disease is
painstaking. Different molecular methods for diagnosis of leptospirosis have been
implemented. In Cuba, the National Reference Laboratory for Letospires of "Pedro
Kouri" Institute of Tropical Medicine (LNRL-I1PK) performs laboratory diagnosis of
fatal cases suspected of leptospirosis.

Objective: to diagnose leptospirosis in fresh tissue samples from dead people by
using a molecular method.

Methods: of 50 deceased individuals- 3 in 2008, 7 in 2009, 15 in 2010 and 25 of
2011- from different Cuban regions, 171 samples of fresh tissues of different
organs were studied. A singleplex polymerase chain reaction that amplifies lipl32
gene fragment was used. Additionally, a serological diagnosis of leptospirosis was
performed in 9 cases.

Results: the laboratory confirmed 32 % of cases as positive (16/50). Of these,

2 (66.7 %) in 2008, 2 (28.6 %) in 2009, 1 (6.7 %) in 2010 and 11 (44 %) in 2011.
The positivity rate of the different sample was 25 % in the lung (12/48), 25.6 % in
the liver (11/43), 22.5 % in the kidneys (9/40), 6.3 % in the brain (1/16), 7.1 % in
the heart (1/14), 12.5 % in the spleen (1/8) and 50 % in the muscles (1/2). Of the
nine cases that underwent serology, three were positive by PCR and negative by
serological testing, whereas one case was found positive in the serology but
negative in the PCR. The overall agreement coefficient between serology and PCR
was 55.5 % (5/9).

Conclusions: polymerase chain reaction, as a molecular tool for diagnosis of
leptospirosis at the LNRL-IPK, has allowed making post-mortem confirmation of
that disease in Cuba. It is recommended to continue shipping serum samples from
fatal cases to the LNRL-IPK for confirmation, which will allow a better interpretation
of the results by using serology.

Key words: leptospirosis, post-mortem molecular diagnosis, polymerase chain
reaction, fresh tissues.

INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas zoondticas han adquirido mayor importancia a escala
global en los Gltimos afios.! Entre estas, la leptospirosis ha sido la mas difundida,
con un caracter reemergente principalmente en zonas tropicales y subtropicales.
Aungue esta considerada una enfermedad desatendida u olvidada, cada afio se
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informa un namero significativo de casos en diferentes regiones del planeta a causa
de brotes epidémicos y casos esporadicos. Los paises en vias de desarrollo aportan
los mayores indices de morbilidad y mortalidad por presentar desfavorables
condiciones socioeconémicas, factores culturales, carencias de estructuras
sanitarias y una mayor exposiciéon de las personas a ambientes contaminados.?* La
mortalidad asociada se encuentra entre 15 y 25 %, principalmente debido a dafio
renal y hepatico o severas afecciones respiratorias.

En Cuba, la leptospirosis humana tiene un caracter endemo-epidémico ciclico y
estacional, enmarcado entre los meses de agosto a diciembre donde se registra la
mayor morbilidad.* Ha sido causante de brotes de importancia en provincias del
centro y oriente del pais,®y se informan alrededor de 500 casos por afio, con un
ligero aumento en los Ultimos de la mortalidad y letalidad asociada a esta
enfermedad.’®

El diagndstico de la leptospirosis resulta complejo, dado que esta enfermedad
puede evolucionar con sintomas similares a los que se manifiestan en otras
enfermedades infecciosas.’ Por esta razén, se requiere de datos clinicos,
epidemioldgicos y microbioldgicos para definir un caso de leptospirosis, siendo estos
ultimos imprescindibles en la confirmacion del caso en estudio.?

El diagndstico microbiolégico comprende la realizacion de métodos bacteriolégicos,
seroldgicos y moleculares, utilizados de manera conjunta para lograr un diagnéstico
acertado de la infeccion.® El cultivo y las técnicas histoquimicas permiten la
deteccion directa de leptospiras; sin embargo, el éxito del cultivo se reduce de
manera importante por ser laborioso y de muy facil contaminacioén cuando se
realiza a partir de fragmentos de visceras.'®** Por su parte,

las pruebas histoquimicas constituyen herramientas a utilizar para el diagnéstico
rapido postmortem, pero se consideran técnicas presuntivas.'* Los métodos
serolégicos por si solos son poco efectivos en el diagndstico de fallecidos porque
generalmente no se cuenta con alguna muestra de suero de estos casos. De existir,
ha sido recolectado con pocos dias de evolucién, lo que afecta la sensibilidad de la
serologia y, por lo tanto, los resultados son poco informativos.® Por tales razones, el
uso de métodos moleculares para el estudio de muestras de tejidos frescos en
fallecidos con sospecha de la enfermedad, constituye una herramienta Gtil para la
confirmacién de estos casos. La técnica basada en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR: polymerase chain reaction) ha sido una de las técnicas mas
ampliamente utilizadas.*®*® El Laboratorio Nacional de Referencia de Leptospiras
(LNRL) del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK), como parte de la
vigilancia de la leptospirosis que se realiza en Cuba, emplea PCR simples para el
estudio postmortem de los casos con sospecha de esta enfermedad infecciosa.

Este trabajo se propuso diagnosticar leptospirosis a partir de tejidos frescos de
fallecidos por un método molecular, en la serie de casos de fallecidos con sospecha
de esta enfermedad, recibida en el LNRL-IPK durante el periodo 2008-2011.

METODOS

Marco de la investigacion

El LNRL, perteneciente al Departamento de Bacteriologia-Micologia de la
Vicedireccién de Microbiologia del IPK, sirviéo de contexto al presente estudio. Este
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laboratorio tiene alcance internacional, con el equipamiento y personal calificado
necesarios para los servicios especializados que brinda, y asi enfrentar los eventos
de leptospirosis humana que se presenten en Cuba.

Universo y muestras

Se estudio una serie de 50 fallecidos con sospecha de leptospirosis, de los cuales se
recibieron 171 muestras de tejidos frescos de érganos durante el periodo 2008-
2011. Las muestras procedian de los Centros Provinciales de Higiene, Epidemiologia
y Microbiologia (CPHEM) y hospitales del pais. La distribucion de muestras y casos
por afio fue la siguiente: se estudiaron 14 muestras de 3 casos en 2008,18
muestras de 7 casos en 2009; 50 muestras de 15 casos en 2010; y 89 muestras de
25 casos en 2011 (tabla 1). Todos los fragmentos de tejidos frescos se
transportaron al LNRL, en frascos de cristal de color ambar, en solucién salina

0,9 %.

Paralelamente, de 9 de los fallecidos se dispuso de un suero extraido entre el 5to. y
11no. dia de evolucién clinica para realizar el estudio serolégico. Los sueros
correspondieron a 1 caso de 2008, 2 casos de 2009, 3 casos de 2010, y 3 casos de
2011.

Métodos analiticos
Reaccion en cadena de la polimerasa

Se cortaron tres fracciones pequenas (aproximadamente de 10 mg) de cada
fragmento de tejido fresco de 6rgano en estudio, y se les realizé extraccion de ADN
mediante el estuche comercial QlAamp® DNA MiniKit (Qiagen, Alemania). Se hizo
una PCR simple de los extractos de ADN, usando el juego de iniciadores
LipL32-270F (5" -CGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATT-37) y LipL32-692R

(5" -CAACAGATGCAACGAAAGATCCTTT-3") reportado por Levett y otros.**

El fragmento de interés de 423 pb se obtiene entre las posiciones 270 y 692 del
gen que codifica para la proteina de membrana externa LipL32. Para la realizaciéon
de la PCR se prepararon 20 uL de una mezcla de reacciéon que contenia: 1X-
tampon PCR [10X: 2 mM- dNTP (A, T, C, G); 25 mM- MgCl, x 6H,0; 100 mM-Tris-
HCI, pH 8,8;

2 mg x mL™- BSA; 0.5 M- KCI; agua ultrapura]; 0,5 uM- solucién de cada iniciador,
1,25 U-Tag Polimerasa (5 U x uL™") (Promega, USA) y agua ultrapura (c.s.p.). A
esta mezcla se le adicion6 5 uL de ADN muestra. El programa de amplificaciéon
consistié en un paso inicial a 95 ©C por 5 min, seguido de 32 ciclos de amplificacion
(94 °C por 40 s, 67 ©C durante 30 s, 72 °C por 60 s), y una extension final a 72 °C
durante 10 min.

Como control positivo de la PCR se incluy6é una muestra de ADN de la cepa de
referencia Castellon 3 de L. borgpetersenii serogrupo Ballum serovar Castellonis.
Como control negativo se utilizé una muestra de agua de calidad molecular.

Técnicas seroldgicas

Las 9 muestras de sueros se estudiaron por la técnica de microaglutinaciéon (MAT:
microagglutination test), utilizando las cepas de referencia de los siguientes
serogrupos (serovares): Icterohaemorrhagiae (Copenhageni), Canicola (Canicola),
Pomona (Pomona), Ballum (Castellonis), Sejroe (Hardjo), Pyrogenes (Pyrogenes),
Australis (Australis), Hebdomadis (Hebdomadis) como patégenas; y Semaranga
(Patoc) como no patdgena. Ademas se empleo la técnica de hemaglutinacion pasiva
(HAT: hemagglutination test) con el antigeno sensibilizante de eritrocitos (AgESS)
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de produccion nacional. Igualmente se utilizaron métodos de pesquisa de
anticuerpos IgM e IgG como: el sistema comercial de aglutinacién en particulas de
latex LeptoTek Dri-Dot (Organon Tecknika LTD., Holanda-KIT) y un sistema de
latex cubano de produccion casera,’” ambos para la deteccion de anticuerpos
totales; asi como el sistema inmunocromatografico SD Leptospira IgM-1gG
(standard diagnostics, Korea) para la deteccion de anticuerpos IgM, IgG, o
ambos.**°

Criterios de positividad y confirmacién de caso

Muestra de tejido positiva: toda réplica de tejido donde aparezca el fragmento de
ADN de 423 pb, que coincida con el control positivo.

Suero positivo: suero que cumpliera al menos dos de los criterios siguientes: titulo
por MAT mayor o igual que 160, titulo de mayor o igual que 80 por HAT, positivo
por sistema latex y positivo o débil positivo por el sistema SD Leptospira IgM.

Caso confirmado: aquel que cumpliera con alguno de los criterios siguientes: caso
con muestra de tejido positiva; caso con suero positivo; o caso con muestra de
tejido positiva y suero positivo.**

Analisis estadistico

Para el andlisis de los resultados se calcularon frecuencias absolutas y porcentajes.
Para determinar las muestras de tejidos mas Utiles para el diagndéstico, se realizd
una comparacion de proporciones y se consideraron significativos los valores de p<
0,05, con un intervalo de confianza de 95 %. Se determiné la concordancia entre la
PCR y las pruebas serolégicas, utilizando el paquete estadistico Epidat 3.1.

RESULTADOS

A partir de la incorporacion de métodos moleculares para el diagnoéstico de la
leptospirosis en el LNRL-IPK, se observé un aumento progresivo del envio de
muestras de tejidos frescos de fallecidos con sospechas de la enfermedad, durante
el periodo en estudio. En la figura 1 se muestran los porcentajes de positividad por
la PCR, encontrados segun el nUmero de casos por afo, donde el valor global fue de
32 % (16/50).

En la figura 2 se observan los porcentajes de muestras positivas por la PCR en los
diferentes tejidos de 6érgano. Tomando en consideracion el niUmero de muestras
estudiadas, la positividad fue mayor en los fragmentos de tejidos de pulmoén,
higado y rifién; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el
comportamiento de la positividad entre los diferentes tipos de 6rgano analizados.

El 18 % (9/50) de los fallecidos conté con una muestra de suero para su estudio
por técnicas seroldgicas, colectada alrededor de 5 a 11 dias a partir de la fecha de
inicio de los sintomas. De los 9 casos, 2 resultaron positivos por serologia con
sistema de latex cubano positivo, titulos de anticuerpos de 40 y 160 por HA, y titulo
de anticuerpos de 2 560 por MAT frente a los serogrupos Icterohaemorrhagiae y
Canicola, respectivamente.

En la tabla 2 se muestran de forma combinada, los resultados por la PCR en los
tejidos de 6rgano y el estudio serolégico en los sueros, en los 9 casos que contaron
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con ambos tipos de muestras. La concordancia entre estas técnicas fue de 55,5 %
(5/9). El valor del indice de Kappa es de 0,0526; lo que indica una mala
concordancia entre las pruebas. Tuvieron resultados serolégicos negativos 3 casos
positivos por PCR, mientras que un caso, cuyas muestras fueron negativas por PCR,
se definié como positivo por los métodos seroldgicos.

Mo. de casos
16 -
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Anfos
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. Mo. de casos positivos

(n= 50)

Fig. 1. Distribucién por afio del nimero de casos fallecidos que resul-
taron positivos a leptospirosis por la reaccion en cadena de la polime-
rasa, en el Laboratorio Nacional de Referencia de Leptospiras del Ins-
tituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri”, 2008-2011.
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Fig. 2. Positividad por tipo de drgano de las muestras de tejidos frescos
de fallecidos analizadas por la reaccidén en cadena de la polimerasa, en

el Laboratorio Nacional de Referencia de Leptospiras del Instituto de Me-
dicina Tropical "Pedro Kouri", 2008-2011.

Tabla 2. Resultados de |as muestras de los fallecidos, estudiadas por reaccion en cadena

de |la polimerasa (tejidos) y serologia {sueros). Laboratorio Macional de Referencia de

Leptospiras del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri”, 2008-2011

Resultados Dias de Resultados de las pruebas seroldgicas en los
iTe SLeroas

Mo, Afo deerlwalgs(.:R E\;ﬁﬁgfﬂ . Titulo Resultado
tejidos para los Sistema de por Titulo por MAT del caso

frescos sueros pesquisa HAT
1 2008 | positivo 11 Dﬁ’é{t}}"’ 40 ICtemha;E':’;%”hag'ae Positivo
|2 | negativo | 6 | DD{-)y SD(-) | MNR | MR | Negativo
R 2009 | positive | 5 ' DD(-})y sD(-}) | NR | NR | Positivo
| 4 | negativo | 7 | sD(-yy LC(-}) | NR | NR. | Negativo
'5 | 2010 | negativo | 5 | sD(-)y LC(-) | NR | NR | Negativo
‘s | negativo | 6 | spiIgM(+) | NR | MR | MNegativo
| 7 | positive | 6 | sD(-}y LC(-) | NR | MR | Positivo
‘s | 2011 | positive | 5 ' sD(-)yLC(-) | NR | NR | Positivo
Igi | negativo | 11 | LC{+) | =160 | Canicola 2580 | Positivo

HAT: hemagglutination test, PCR: pofymerase chain reaction, MAT: microagalutination test,

DD: sistema de |atex D Dot, LC: sistermna de latex cubano, SD: SD Leptospira IgM-IgG,
MR: no reactivo, +: positivo, -1 negativo.
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DISCUSION

La PCR ha sido uno de los métodos mas utilizados para el diagnoéstico de
enfermedades infecciosas debido a su alta especificidad, entre ellas la leptospirosis.
Esta técnica puede aplicarse en el diagnéstico temprano de la infeccién activa
porque permite la deteccion de material genético del microorganismo en la muestra
analizada, y no depende de la viabilidad de la célula de leptospira.?

La divulgacion del fortalecimiento de las capacidades diagndsticas del LNRL-IPK
pudo ser un factor condicionante para el aumento del niUmero de muestras de
fallecidos con sospecha de leptospirosis, recibidas para su estudio durante
2008-2011. El ligero aumento en la mortalidad y letalidad de la leptospirosis
humana observado en los ultimos afios en Cuba, se ha relacionado al diagnéstico
tardio de la enfermedad en investigaciones precedentes. Tales circunstancias
imposibilitan el tratamiento antimicrobiano oportuno y contribuyen al aumento de
complicaciones en estos casos fatales.'*® Otros estudios destacan la demora del
paciente en asistir a una entidad de salud, que en la mayoria de los casos media
entre 2 y 6 dias.® Por otra parte, la gran similitud en la presentacion clinica de la
leptospirosis con otras enfermedades infecciosas que evolucionan como sindromes
febriles agudos, tales como la fiebre del dengue, la influenza, el paludismo e incluso
las hepatitis virales, provocan que el diagnéstico se confunda y pueda realizarse de
manera incorrecta.***°

La confirmacion de los casos positivos a leptospirosis por la PCR contribuyé a la
conclusién del diagnéstico postmortem de estos fallecidos. En los casos que las
muestras resultaron negativas por la PCR, pudo estar cursando alguna de esas
infecciones en las que habitualmente se piensa para el diagndstico diferencial de la
leptospirosis.

Por otra parte, la negatividad en las muestras de tejidos pudo deberse a resultados
falsos negativos. El uso de un control positivo interno incluido en cada reaccién de
PCR es una herramienta necesaria para demostrar la ocurrencia o no de inhibicién
en la reaccién.'’ Sin embargo, no se utilizé durante el periodo que comprendié esta
investigacion. Asimismo, factores inherentes a la muestra como su inadecuada
conservacion, y especificamente en muestras de visceras el empleo de fragmentos
de tejidos donde no haya ADN bacteriano, también determinan el fallo del
diagndstico molecular. Por ello, la utilizacion de varios cortes del mismo fragmento
de tejido en estudio contribuye a la deteccién de ADN diana en alguna de estas
réplicas.

Pese a no encontrar diferencias significativas en la positividad hallada segun el tipo
de 6rgano estudiado, el mayor niumero de muestras se correspondié con drganos
de marcada importancia en el desenlace fatal de los casos severos de leptospirosis.

Las muestras analizadas en esta investigacion no se acompafiaron en su mayoria
de la informacion clinica necesaria, que permitiera asociar el resultado de
laboratorio con los sintomas. Sin embargo, el previo conocimiento de la clinica del
paciente por lo general condiciona el tipo de tejido a enviar. Las muestras de
pulmon se colectan para el diagnostico de los casos con afectaciones respiratorias y
hemoptisis asociada a hemorragia pulmonar. En aquellos con ictericia, insuficiencia
hepato-renal, hemorragias y complicaciones cardiovasculares, generalmente se
envian tejidos de higado, rifidn y corazén. Las muestras de cerebro se colectan y
remiten al laboratorio en fallecidos con complicaciones meningeas. Estudios
internacionales que incluyeron a nuestra region, reportan el fallo renal*® o
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hepatorrenal,*® asi como la afectacién pulmonar®®*° dentro de las principales

causas de muerte de individuos con leptospirosis. Asimismo, el sindrome
hemorragico pulmonar severo se ha referido como causa de muertes asociadas a
brotes epidémicos en paises como Brasil.?*°

La identificacion por MAT de los probables serogrupos infectantes en los dos casos
positivos por serologia, apunta a que algun serovar de estos serogrupos sea el
causante de la infeccion en cada caso. Pese a los esfuerzos realizados no se
lograron aislamientos de leptospiras que permitieran identificar y confirmar estos
hallazgos.

Uno de los casos que resultd positivo por la PCR present6 anticuerpos frente al
serogrupo Icterohaemorrhagiae, aunque ello no determina que este sea el
serogrupo infectante.’® Ademas, entre los serogrupos de leptospiras se presenta el
fendmeno de reactividad cruzada y se describe para Icterohaemorrhagiae con
Canicola, Pyrogenes y Australis, todos circulantes en la region.*?° El

serovar Copenhageni/serogrupo Icterohaemorrhagiae ha sido causante de
significativos brotes epidémicos en Brasil.? En Cuba, en los ultimos afios se ha
identificado el serovar Icterohaemorrhagiae con elevada frecuencia en los
aislamientos tipificados (informes de LNRL-1PK) provenientes de la regién oriental,
de donde procedia este fallecido.

El hallazgo de las muestras negativas por la PCR en el otro caso confirmado por
serologia con elevados titulos de anticuerpos frente al serogrupo Canicola, pudo
deberse a factores que pueden afectar la PCR, como el gen diana.

Respecto a la secuencia diana, son recomendables aquellas que se encuentren en
muchas copias en el genoma para no comprometer la sensibilidad de la PCR.?* Sin
embargo, la secuencia que se amplifica en esta PCR pertenece al gen de la
lipoproteina estructural y funcional de membrana externa LipL32.?* Levett y otros
en el 2005 reportaron que el gen lipl32 esta en una sola copia en el cromosoma |
de L. interrogans sensu lato. Pese a ello, la presencia de este gen solo en las
leptospiras patdgenas favorece la especificidad de la PCR respecto a otras utilizadas
anteriormente,®® cuyas secuencias diana detectaban serovares de leptospiras tanto
patégenas como no patégenas.?*

En 3 casos positivos por el método molecular los resultados serolégicos fueron
negativos. Ello pudo relacionarse con que la Unica muestra de suero que existié en
cada caso correspondia a la primera semana de evolucién clinica de la enfermedad.
En este periodo, los niveles de anticuerpos IgM suelen ser bajos o no detectables,
por lo que la utilizacion de una Unica muestra de suero reduce la fiabilidad de la
serologia.

El diagndstico de la leptospirosis humana aln se sostiene en el uso de técnicas
seroldgicas que detecten anticuerpos especificos IgM o IgG frente a Leptospira spp.
No obstante, su éxito dependera en gran medida de contar con muestras de suero
pareadas para demostrar la seroconversion o el aumento de los titulos de
anticuerpos entre ambos. Por otra parte, el tratamiento precoz con antibiéticos
también puede disminuir la respuesta de anticuerpos.***®

Uno de los principales retos en el diagndstico de la leptospirosis humana es
establecer un sistema que ofrezca confiabilidad y certeza cuando la MAT u otros
sistemas serolégicos ofrecen resultados negativos, o cuando no existe posibilidad
de aplicarlos en las muestras que estén disponibles. Estudios precedentes han
reportado las ventajas que ofrece el uso combinado de los sistemas serolégicos y la
PCR en el diagnéstico de esta enfermedad infecciosa, siempre que se cuente con las
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muestras adecuadas.?® Especialmente la PCR es una herramienta eficaz durante la
primera fase de la enfermedad cuando los métodos serolégicos fallan. Con su
empleo, se logra la confirmacién temprana en pacientes con sospecha de
leptospirosis, de manera que pueda distinguirse de otros sindromes febriles,?® o
realizar la confirmacién postmortem en fallecidos sin una impresion diagndstica
definida.

Se recomienda el envio de sueros u otras muestras Utiles de los fallecidos para su
estudio en LNRL-IPK, junto con las muestras de tejidos frescos, y asi contribuir a
una realizacion integral del diagnéstico y, por tanto, la confirmacién (o no) de casos
de leptospirosis humana.

El presente trabajo permitié la confirmacion de fallecidos por leptospirosis en Cuba
mediante la deteccién rapida de ADN de leptospiras en muestras de tejidos frescos.
La aplicacion del diagnoéstico molecular de esta enfermedad infecciosa en el LNRL-
IPK, fortalece las capacidades del Instituto "Pedro Kouri", asi como del sistema
nacional de salud, en su premisa de brindar respuesta oportuna frente a
enfermedades infecciosas de importancia en el pais.
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