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RESUMEN

Introduccidén: leptospirosis. Zoonosis mas frecuente en Cuba, como enfermedad infecto-
contagiosa.

Objetivos: identificar las cepas de leptospiras aisladas localmente, para ser empleadas en la
prueba de microaglutinacién. Apreciar su comportamiento serologico frente a las cepas de
referencia.

Método: estudio experimental, de sueros de pacientes presuntivos de padecer Leptospirosis, con
60 muestras, en el Instituto Carlos J. Finlay, de La Habana. Identificacion de 40 sueros reactores
a la hemaglutinacién pasiva. Identificacion de 34 cepas, de un total de 250 aislamientos, a partir

de hemocultivos, de pacientes con antisueros policlonales a serogrupos y anticuerpos
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monoclonales a serovar. Se conformaron cinco cepas representativas de los serovares: Ballum
Ballum, Canicola Canicola, Pomona Pomona, Hebdomadis Wolffi e Icterohaemorrhagiae
Copenhageni, como las de mayor circulacion en la regién. Se realizd la prueba de
microaglutinacion con las cepas aisladas localmente, y las de referencia de forma paralela.
Resultados: mayor reactividad con las cepas locales, y conformacién de cinco cepas
representantes de los serovares: Ballum Ballum, Canicola Canicola, Pomona Pomona, Hebdomadis
Wolffi e Icterohaemorrhagiae Copenhageni, como las de mayor circulacién en la region. Se
encontré una concordancia de 86,36% en la reactividad.

Conclusiones: los resultados mostraron mayor reactividad con las cepas locales que con las de
referencia, elevada concordancia e incremento de los titulos de anticuerpos de los sueros
reactores usando cepas locales, y disminucién del promedio de las reacciones cruzadas cuando se

utilizaron las cepas locales. Se demostro su utilidad en la evaluacion de estudios inmunoldgicos.

Palabras clave: leptospirosis, cepario autdctono, microaglutinacion, hemaglutinacion pasiva,

sueros reactores.

ABSTRACT

Introduction: leptospirosis, a contagious infectious disease considered the most common
zoonosis in Cuba.

Objectives: to identify locally isolated leptospirosis strains for micro- agglutination test. To
evaluate their serological behavior against the reference strains.

Method: an experimental study of 60 presumptive Leptospirosis patients’ serum samples. Forty
sera reactive to passive hemagglutination. To isolate 250 blood cultures of patients. To show 34
strains identified at the Carlos J. Finlay Institute, with polyclonal antisera to serogroups and
monoclonal antibodies to serovar. Five strains represented by the serovars: Ballum Ballum,
Canicola Canicola, Pomona Pomona, Hebdomadis Wolffi and Icterohaemorrhagiae Copenhageni,
were the most circulating strains in the region. The microagglutination test was performed in
parallel form to locally isolated strains and reference strains

Results: greater reactivity with the local strains. Five strains representing the serovars: Ballum
Ballum, Canicola Canicola, Pomona Pomona, Hebdomadis Wolffi and Icterohaemorrhagiae
copenhageni as the most circulating in the region. The reactivity showed 86.36% concordance.
Conclusions: there was greater reactivity with the local strains than the reference strains. A
higher concordance increased the titers of antibodies of the reactive sera, by the use of local
strains. The average of cross reactions decreased when the local strains were used. The

evaluation of immunological studies was demonstrated.
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INTRODUCCION

La leptospirosis, enfermedad infecto-contagiosa, se considera la zoonosis mas frecuente en Cuba.
El clima tropical y la practica de la produccion agricola, favorecen su propagacion. Esta
enfermedad infecta gran cantidad de animales salvajes y domésticos, los que lo excretan en su

orina. El agente bioldgico es un microorganismo del género /eptospira.

El hombre se infecta de forma directa al ponerse en contacto con la orina o tejidos de un animal
infectado, o de forma indirecta mediante el contacto con agua, terrenos y vegetacion
contaminada. Las puertas de entrada son: la piel, las mucosas expuestas, asiento de pequefias
excoriaciones, y, menos frecuente, la ingestion de alimentos contaminados con orina de roedores

infectados, o la ingestion de aguas contaminadas por roedores, cerdos, ganados y perros.! 2

El diagnostico microbioldgico de la leptospirosis, al igual que el de otras enfermedades infecciosas,
ha experimentado un impulso en los ultimos anos. La Revolucion Cientifico Técnica incluye la
variabilidad en cuanto a la presentacion de Kit de diagndstico y la microaglutinaciéon (MAT) con
antigenos vivos. La prueba de referencia técnica, se considera, por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), como la regla de oro, debido a su sensibilidad y a la informaciéon que brinda en
cuanto a serogrupos y serovares. Ademas, sirve de base para evaluar cualquier otro método
seroldgico, con antigenos vivos en medios liquidos, que incluyen los serovares representativos de

todos los serogrupos presentes en el area. 3

La identificacion y el aislamiento de cepas de leptospiras, es esencial en los estudios
epidemiolégicos para determinar la presencia de leptospirosis en la naturaleza. Sirven como
reservorios de cepas que puedan infectar al hombre y a los animales, asi como para el
conocimiento de los serogrupos y serovares, que circulan, con mayor frecuencia, en nuestro

medio.

Entre los métodos de identificacion de cepas se pueden sefialar las pruebas de aglutinacion
cruzada, la prueba de aglutinacion-absorcion cruzada, el analisis del factor suero, entre otras. 4

La obtencidén de sueros hiper-inmunes a partir de conejos inmunizados con cepas de referencia, y
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su posterior utilizacion mediante la MAT frente a cepas aisladas permiten, también, la

identificacion de serogrupos y serovares.

La provincia de Holguin ha sido una de las mas afectadas por la leptospirosis, debido a las
grandes extensiones de tierra dedicadas a la agricultura: la cafia de azucar, frutos menores,

viandas y hortalizas.

Estos cultivos provocan la existencia de zonas bajas pantanosas, asi como la utilizacion de
diversas fuentes y sistemas de regadio, para garantizar la humedad del suelo. Dentro del
territorio, se encuentran varias unidades pecuarias con sistemas de conduccién y tratamiento de
residuales inadecuados. Unido a esto, un sector importante de la poblacién rural se dedica a la
crianza de animales domésticos, practica que favorece el aumento de la poblacion de roedores
gue habitan los cultivos de cafia de azlucar. El incremento de la leptospirosis en los Ultimos afios,
ha motivado la realizacion de investigaciones con fines epidemioldgicos, diagnosticos, y
profilacticos, con el proposito de reducir la morbi-mortalidad, y mejorar la calidad de vida de la
poblacidn. >

En la provincia de Holguin, se han realizado numerosos aislamientos de cepas de leptospiras, que
han sido identificadas hasta serovar, en diferentes laboratorios especializados del pais. Estas
conforman el banco de cepas como objetos de estudio. Los aislamientos locales, incluidos en la
bateria de antigenos en la realizaciéon de la MAT en la profilaxis de la leptospirosis, con fines
epidemioldgicos, son de gran importancia, ya que nos permiten conocer los serovares que circulan

en la region.

Esta investigacién se ejecutd con el propdsito de identificar las cepas de leptospiras aisladas
localmente para emplearlas en la prueba de MAT, y para poder apreciar su comportamiento

seroldgico frente a las cepas de referencia.

METODOS

Se realizd un estudio experimental con 250 muestras de sueros, seleccionados por muestreo
aleatorio simple, de pacientes con sospecha clinica y epidemioldgica de leptospirosis, en distintas
areas de salud de la provincia de Holguin. Las muestras del Laboratorio de Leptospiras del Centro
Provincial de Higiene Epidemiologia y Microbiologia, de Holguin, Cuba, se obtuvieron en el periodo
2012-2013.

Se realiz6 una selecciéon de 60 muestras de sueros, con criterios de exclusién, la turbidez que
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evidencia, contaminacion microbiana, y la presencia de hemolisis. Fueron estudiados previamente
con la técnica seroldégica de Hemaglutinacion Pasiva (HA). Los resultados correspondieron a 40

sueros reactores y 20 no reactores.

Todas las muestras se conservaron en congelacion hasta la realizacion de los estudios
microbioldgicos. A las muestras de sueros se les realizd la técnica de MAT, utilizando cepas de
leptospiras aisladas en la provincia, provenientes de hemocultivos conservados en el Centro

Provincial de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia de Holguin.

Fueron identificados en serogrupos y serovares, en el Laboratorio de Leptospiras del Centro de

Investigacién y Produccion de Vacunas y Sueros Carlos J. Finlay, en La Habana.

Durante el periodo comprendido entre enero del 2012 y diciembre del 2013, se enviaron al Centro
de Investigacion Carlos J. Finlay, 86 cepas aisladas a partir de hemocultivos. Dichas cepas fueron
sub-cultivadas en medio EMJH, con albumina bovina sérica, y polisorbato 80 (Tween 80). Al lograr
las caracteristicas culturales necesarias para la realizacién de la MAT, se procedid a la seleccion de
34 cepas correspondientes a los serogrupos y serovares, encontrados durante su identificacion.
Para la clasificacion en serogrupos se emplearon, primeramente, antisueros policlonales de
referencia, y para la clasificacion hasta serovar se utilizé un panel de monoclonales, conformado
por los siguientes: F152C8 (Canicola); F70C24 (Copenhageni); F46CS9 (Mozdok) y F74C7
(Ballum).

Conformacion del cepario local a partir de las cepas identificadas

Para la conformacion del cepario local, las cepas por emplear en la MAT, fueron utilizadas con 7
dias de crecimiento en la etapa logaritmica, con una concentracién celular de 2 x 108 células/ml,
libre de agregados, teniendo en cuenta aquellas cepas que obtuvieron una mayor concentraciéon

de anticuerpos homoélogos.

Se utilizaron 12 cepas de referencia correspondientes a serovares, de igual numero de
serogrupos, coincidentes con las de mayor circulacién en el pais, con las que cuenta el Laboratorio

Nacional de Leptospira:

CEPA SEROGRUPO SEROVAR
RGA Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae
H. Utrecht IV Canicola Canicola
Mus 127 Ballum Ballum
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Ballico Australis Australis
Butembo Autumnales Autumnales
Pomona Pomona Pomona
Worsfold Hebdomadis Wolffi
Moskva V Grippotyphosa Grippotyphosa
Swart Bataviae Bataviae
Parepelicin Tarassovi Tarassovi
Salinem Pyrogenes Pyrogenes
Patoc I Semaranga Patoc

Realizacién de la técnica de microaglutinacién, utilizando como antigenos vivos las cepas locales

identificadas y las de referencia.

La MAT consistié en enfrentar cada suero en diluciones al doble, con medio Buffer Fosfato Salino
(PBS) y pH 7,2-7,4 desde 1/100 hasta 1/400, a cada una de las cepas de referencia. A las cepas
del cepario local paralelamente se incubaron a 37 °C, por una hora, y se les realizé una lectura
por microscopia de campo oscuro, con microscopio Olympus y aumento de 150 X (utilizando
oculares de 15 X y objetivo de 10 X). Se consideré como reactiva hasta la Ultima dilucién en que
aparecieron el 50% o mas de leptospiras aglutinadas o muertas. A los sueros que resultaron
reactores hasta 1/400, se le realizaron diluciones al doble, hasta 1/25600, para determinar el

punto final de reactividad.

RESULTADOS

En la Tabla I se muestran los resultados de la identificacion en serogrupos con los antisueros poli-
clonales, y en serovares con los anticuerpos monoclonales. Mostré mayor correspondencia el
serogrupo Ballum con el 38,24%, al reaccionar, 13 de los aislamientos, dentro del mismo
serogrupo. Entre estos se destacan los serovares Ballum Ballum, que reaccionaron en el 23,52%
de las cepas; y los Ballum Arborea reaccionaron con 3 cepas, para el 8,82%. Dos aislamientos
reaccionaron, dentro del serogrupo, pero no lo hicieron con los anticuerpos monoclonales para
serovar. Le siguid en orden, el serogrupo Canicola, con 8 cepas (23,52%), el 14,70% pertenecio
al serovar Canicola Canicola, y en otros 3 solo pudo determinarse el serogrupo. De igual forma se
comporté la identificacion al serogrupo Pomona, en el que reaccionaron 8 cepas con los sueros
policlonales, el 23,52%. De ellos, 4 corresponden al serovar Pomona Pomona, y 3 a Pomona

Mozdok, para el 8,82% y 11,76%, respectivamente.

En la clasificacién, 4 cepas (11,76%) se identificaron como pertenecientes al serogrupo
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Hebdomadis; especificamente al serovar Hebdomadis Wolffi. Mostraron una correspondencia de 3

(8,82%), y una no reacciond con los anticuerpos monoclonales.

Se encontrd una cepa correspondiente al serogrupo Icterohaemorrhagiae serovar Copenhageni.

Tabla I. Distribucidon por serogrupos y serovares de las cepas identificadas

Serogrupo n % Serovar n %
Ballum 13 38,24 Ballum 8 23,52
Arborea 3 8,82
sp 2 5,88
Canicola 8 23,52 Canicola 5 14,70
Sp 3 8,82
Pomona 8 23,52 Pomona 4 11,76
Mozdok 3 8,82
Sp 1 2,94
Hebdomadis 4 11,76 Wolffi 3 8,82
Sp 1 2,94
Icterohaemorrhagiae 1 2,94 Copenhageni 1 2,94
Total 34 100 34 100

Fuente: Informe enviado del Centro de Investigaciones Carlos J. Finlay

En la Tabla II se observa la relacién de cepas identificadas, a partir de muestras de hemocultivos
enviadas al Instituto Finlay, para seleccionar las representantes para la prueba de MAT. Con este
objetivo se realiz6 la evaluacion de 34 cepas, las que clasificaron atendiendo a una concentracion
de leptospiras de 2 x 108 celulas/mL, grado de pureza adecuado, ausencia de auto-aglutinaciones

para uso como antigenos vivos en la prueba de MAT.

Se realizo la identificacion de cepas aisladas de la regidén de la forma siguiente: 25002 clasificada
como serovar Ballum Ballum, 76403 perteneciente al serovar Canicola Canicola, 83701 fue
identificada como serovar Pomona Pomona, y las cepas 701 y 26703 se ubicaron dentro de los

serovares Icterohaemorrhagiae Copenhageni y Hebdomadis Wolffi, respectivamente.
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Tabla II. Relacion de cepas por analizar para seleccionar representantes en la microaglutinacién

, Cepas ) Cepas .
Cepas identificadas Concentracion | Pureza P Concentracion | Pureza P Concentracion | Pureza
identificadas identificadas
60401 Canicola
83701 P. Pomona - - ! X444t 1/k | 41302 B. Ballum S _
sp
201 1 26703
99401 B. Ballum *+++ 1/k _ +++ - Hebdomadis +++ -
.Copenhageni
Wolffi
13602 B.
109201 B.Ballum ++ - +++ - 40103 Ballum sp +++ -
Arborea
100601 C. Canicola
! ++ 1/k 802 B. Ballum +++ - 41403 B. Ballum *+ 4+ 1/k
CCcCAcCanicola Canicola
. 11102 B.
63601 C. Canicola +++ - *++ 1/k 203 P. Mozdok ++ 1/k
Arborea
) 25002 B, .
60401 H. Wollfi +++ - +++ - 76403 Canicola +++ -
Ballum
71002 C.
71101 Canicola Canicola +++ 1/k ++ - 81603 P. Pomona ++ -
Canicola
43702 Ballum 84503 Caninola
68201 Heb.Wolffi X444t ; . et 1/k ! F— 1/k
sp Canicola
79702P.
42601 B. Ballum ++ - *+++ - 20103 P. Mozdok ++ 1/k
Pomona
94202 B. 81103 Canicol
58601 B. Arborea ++ 1/k et 1/k anicoa S 1/k
Ballum sp
77302 C.
62001 P. Pomona 4+ 44 - 4+ - 67001 P. Mozdok ++ -
Canicola

+++ 400 a 800 leptospira/campo (2x108 células/mL) ++ 100 a 200 leptospira/campo * Autoaglutinacion

Fuente: Registro de Laboratorio Leptospira. Centro Provincial de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia de Holguin, Cuba.
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En la Tabla III se observa que cinco cepas locales de leptospiras seleccionadas, para ser
empleadas en la prueba de MAT, coinciden con los serovares encontrados con mayor niumero en

los cinco serogrupos obtenidos de la clasificacion.

Tabla III. Conformacion de las cepas locales identificadas

Cepas Serogrupo Serovar
701 Icterohaemorrhagiae Copenhageni
76403 Canicola Canicola
25002 Ballum Ballum
83701 Pomona Pomona
26703 Hebdomadis Wolffi

Fuente: Registro de Laboratorio Leptospira. Centro Provincial de Higiene, Epidemiologia y

Microbiologia de Holguin, Cuba

La reactividad de las muestras de sueros, cuando se enfrentaron a las cepas locales y a las de
referencia a través de la microaglutinacién, demostré que en las 60 muestras de sueros
analizados con el cepario de referencia, y con las cepas aisladas localmente de forma
comparativa, tuvo mayor reactividad con las cepas locales, al reaccionar 28 sueros, 46,66%,

mientras que con las cepas de referencia, 22 muestras para un 36,66%.

En el presente trabajo se encontré una concordancia de 86,36% en los resultados seroldgicos de
la MAT, al emplear las cepas de la region con la misma prueba. En las cepas de referencia, la cepa
Pomona, tuvo un resultado totalmente concordante en ambos ceparios (100%). El serovar
Canicola Canicola mostré concordancia del 83,33%, seguido de la cepa representante del
serogrupo Ballum, que reaccion6 de forma concordante en el 81,81%, sin concordancia en la
representacion de Icterohaemorrhagiae y Hebdomadis. En el primer caso, solo reacciond una
muestra con cepario autdctono y bajos titulos de anticuerpos (1/100), resultado que reafirma la
deteccion de bajas concentraciones de anticuerpos, por los aislamientos locales, y frescos
empleados en la MAT, a diferencia de las cepas de referencia mantenidas en el laboratorio por
largos periodos de tiempo. Con el serovar Hebdomadis Wolffi reaccionaron 4 sueros, solamente

con las cepas locales.

Es conocido que este serogrupo muestra con frecuencia reacciones cruzadas con Pomona y con las
muestras de sueros, tomadas en etapas tempranas de la leptospirosis. Diversos serovares tienen
los comportamientos seroldgicos paradéjicos, lo que conlleva incluso a la ocurrencia de reacciones
frente a distintos tipos, aun sin que estos constituyan el serovar infectante, el que prevalece en

una segunda muestra serolégica.
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Tabla IV. Porcentaje de concordancia para microaglutinacién en reacciones homdlogas con cepas

locales frente a las de referencia

Cepas representantes Referencia Referencia y locales % de concordancia
Icterohaemorrhagiae 0 0 0
Canicola 6 5 83,33
Ballum 11 9 81, 81
Pomona 5 5 100
Hebdomadis 0 0 0
Total 22 19 86,36

Fuente: Registro de Laboratorio Leptospira. Centro Provincial de Higiene, Epidemiologia y

Microbiologia de Holguin, Cuba

En la Tabla V se muestra el comportamiento de los titulos de anticuerpos en las muestras de

suero, cuando enfrentamos las cepas de referencia y las locales, por medio de Ia
microaglutinacion. Al comparar los resultados de la MAT con cepas locales y las de referencia, en
cuanto a la aparicién de mayores titulos de anticuerpos obtenidos, frente a los sueros por cada
cepa representante, se observa que, el 35,70% reacciona en un rango de diluciones entre 1/1600
y 1/12800 con las cepas locales al reaccionar 10 sueros, mientras que solo el 18,17% de los
sueros lo hace con las cepas de referencia. Esto demuestra una mayor afinidad en cuanto a los

anticuerpos producidos por el sistema inmune de los pacientes, frente a las cepas nativas.

Tabla V. Comportamiento de los titulos de anticuerpos en las muestras de suero frente a las

cepas de referencia y locales por microaglutinacion

DILUCIONES DEL SUERO

1/100 - 1/800 1/1600 - 1/12 800
Cepas de Cepas de
Cepas Cepas locales Cepas locales
referencia referencia
React. *% React. **0% React. *% React. **0%
B. Ballum 10 45,45 6 21,42 2 9, 09 6 21,42
C. Canicola 5 22,72 5 17, 85 1 4,54 1 3,57
P. Pomona 13, 63 3 10, 71 1 4, 54 1 3,57
Hebdomadis
0 0 3 10, 71 0 0 1 3,57
Wolffi
I. Copenhageni 0 0 1 3,57 0 0 1 3,57
Total 18 81, 80 18 64, 26 4 18, 17 10 35,70

*9%: Por ciento en base a 22 sueros reactores con cepario de referencia
**0/p: Por ciento en base a 28 sueros reactores con cepario autéctono
Fuente: Registro de Laboratorio Leptospira. Centro Provincial de Higiene, Epidemiologia y

Microbiologia de Holguin, Cuba
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En total se incrementaron los titulos de anticuerpos en el 91,1% de los sueros, comportamiento
esperado segun la literatura para el uso de MAT con aislamientos locales. Ademas, 3 sueros
bajaron sus titulos, con las cepas en estudio para el serogrupo Ballum (8,8%), una con Canicola,

otra con Pomona y una permanece igual (Fig. 1).

R N

Fig. 1. Porcentaje de reacciones con las cepas locales que incrementan los titulos de anticuerpos.
Fuente: Registro de Laboratorio Leptospira. Centro Provincial de Higiene, Epidemiologia y

Microbiologia de Holguin, Cuba

La reduccion del niumero de reacciones cruzadas de 70, con las cepas de referencia a 18, con las
locales, representa un promedio de reacciones cruzadas por sueros reactores de 3,51, con empleo
de la MAT a 1,82, con las cepas de referencia y las cepas locales, lo que significa el 51,1% de

reduccion.

DISCUSION

La prueba de MAT es, generalmente aceptada, como la prueba de referencia o regla de oro para la
demostracion de anticuerpos anti-leptospirales y la validacion de otras pruebas. Su uso requiere
de una bateria de cepas, representativas de los distintos serovares, obtenidas de centros de

referencias internacionales, que circulan con mas frecuencia en la region. Generalmente, se
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emplean 12 cepas o mas, en la bateria de antigenos.

Distintos serovares de este microorganismo comparten antigenos comunes o principales. Ellos
permiten establecer patrones con fines practicos, y unirlos en serogrupos. Esto garantiza que las
reacciones de aglutinacién se verifiquen segun la afinidad que presentan, al utilizar cepas como
serovares, representantes del serogrupo. 7 También otros investigadores &° refieren que, para el
diagnodstico seroldégico mediante la MAT, es aconsejable el uso de aislamientos locales

antigénicamente autentificados.

Otros trabajos '° en la India, coinciden en afirmar que los aislamientos locales de identidad
conocida, sean incluidos en la bateria de cepas de la micro-aglutinacion, ya que esta demostrado

gue su practica, incrementa tanto la sensibilidad como la especificidad de la técnica.

Reportes realizados en el pais concuerdan con la aparicion de estos serogrupos como posibles
cepas circulantes, fundamentalmente en la regién norte-oriental, donde se han realizado
investigaciones de este microorganismo. 7 Diversos autores recomiendan que la lista de dichos
antigenos debe ser modificada, de acuerdo con la experiencia local y las necesidades, al sustituir
las cepas de referencia por los aislamientos locales, una vez que hayan sido tipificadas

debidamente, lo que proporciona la microaglutinaciéon de una mayor sensibilidad. °-1

Estos resultados sugieren que los serovares identificados en la provincia de Holguin, a partir de
cepas aisladas localmente, con los serovares que circulan con mayor frecuencia en Cuba,
ayudarian a la validacién de los estudios inmunoldgicos en la leptospirosis. Estos resultados
coinciden con los serogrupos y serovares que circulan con mayor frecuencia, y segln recomienda
Ospina-Pinto 1'%, las cepas autoctonas representantes para la MAT deben mantener

concentraciones de 400 a 800 leptospiras/campo, sin autoaglutinaciones y libre de contaminacion.

Este comportamiento resulta particularmente importante, si se tiene en cuenta que las cepas de
referencia se han mantenido durante décadas mediante réplicas periddicas, al realizarles sub-
cultivos para mantenerlas con crecimiento y concentraciones adecuadas. Esto evita su
contaminacion en el medio de cultivo, lo que coincide con Adler ° y Faine, ® que afirman que,
después de realizar varios sub-cultivos a las cepas en los laboratorios, comienzan a presentar
variabilidad en sus reacciones seroldgicas. Cambios fenotipicos no heredables pueden producirse
por la influencia del medio sobre el microorganismo, tanto tiempo como permanezca la cepa
sometida a dicha condicién y regrese a sus condiciones originales, luego que el medio deja de

actuar.
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Otras referencias sobre este comportamiento seroldgico plantean que cepas locales y aislamientos

frescos, tienden a reaccionar mejor que cepas de referencias, para el mismo serovar. 1214

La concordancia entre los principales serogrupos reaccionantes en el estudio realizado, ratifica la
posibilidad de emplear cepas locales en sustitucion de las cepas de referencias o adicionarlas a
estas, para incrementar la sensibilidad de la microaglutinacion. Esto demuestra que,
independientemente de la mayor reactividad de las cepas locales frente a las de referencia, contra
los sueros estudiados en la prueba de MAT, se han encontrado evidencias de un comportamiento
serolégico similar. De ahi que, deben usarse preferentemente para la MAT, cepas frescas y

locales, una vez que estas hayan sido debidamente identificadas.'>-16

Hay que senalar, que en todas las cepas locales empleadas para la microaglutinacién, hubo un
incremento de los titulos de anticuerpos de forma diferente, segin el serogrupo. En estudios
seroldgicos para microaglutinacion los resultados discordantes son atribuidos, en ocasiones, a la
falta de una estandarizacidon, la subjetividad en la lectura de la aglutinacion microscoépica, y

determinacion del punto final de la titulacién. 17-18

Las reacciones heterdélogas con la MAT se incrementan, cuando las leptospiras permanecen
creciendo en medios que contienen proteinas y los aislamientos locales muestran menos
reacciones cruzadas, al haber estado sometidas menos tiempo a la influencia del medio. > La
estructura antigénica, a nivel de las capas superficiales de las leptospiras, pueden ser variadas por
la adherencia de las proteinas, lo que determina un incremento marcado de las reacciones
cruzadas en las cepas de referencia, si permanecen, por mucho tiempo, en réplicas periddicas con
medios de Korthof y EMIH, suplementado con suero de conejo y albumina bovina

respectivamente, 19-21

CONCLUSIONES

Con la identificacion de cepas de leptospiras, aisladas localmente para su uso en la
microaglutinacion, se determind la circulacion en orden de frecuencia de los serovares: Ballum
Ballum, Canicola Canicola, Pomona Pomona, Hebdomadis Wolffi, Icterohaemorrhagiae
Copenhageni. Asi se que logré conformar el cepario local, para su uso en la microaglutinacion.

Existio un marcado incremento de los titulos de anticuerpos en los sueros estudiados, con cepas
aisladas localmente para la microaglutinacién, y se obtuvo una concordancia adecuada de los
resultados de las muestras de sueros con las cepas locales y de referencia, lo que ratifica la
posibilidad de emplear cepas locales en sustituciéon de las cepas de referencia, o adicionarlas a

este cepario. Se redujeron las reacciones cruzadas a mas de la mitad con la microaglutinacion,
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cuando se emplean aislamientos locales.
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