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RESUMEN

Por primera vez en Cuba se incluyd la titulacion seroldgica 1:50 para el estudio de
pacientes presuntamente enfermos de Leptospirosis y por primera vez también se
realiza con este fin una investigacion en el pais, utilizando la técnica de
microaglutinacién. En 1996, se investigaron 1200 sueros de pacientes procedentes
de hospitales, policlinicos y consultorios de los distintos municipios de la provincia
de Pinar del Rio, los cuales fueron estudiados a partir de 1:50, con ocho serogrupos
de leptospiras de referencia: leptospira Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona,
Australis, Tarassovi, Hebdomadis y Grippotyphosa. Estos antigenos poseian
condiciones optimas. En total 436 reacciones positivas de las cuales 194 fueron
1:50 (44,53 %) con rango de ocurrencia entre 39,2 _ 49,2. Hubo diferencia
significativa p<(0,05) entre Canicola y Tarassovi. Se concluyo que tiene gran
importancia como nivel de corte primario pues detecta casos que se consideraban
negativos cuando el titulo no llegaba a 1:100, incluso con clinica y epidemiologia
sugestiva de Leptospirosis. Por lo tanto esta debe ser la dilucion de partida con esta
técnica para este diagnostico.
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ABSTRACT

For the first time in Cuba a serologic titration was included. The serologic titration
1:50 for the study of the patients supposedly having leptospirosis and for the first
time a research is also made in the country. In 1996, 1200 sera of patients from
hospitals, policlinics and physician's offices of the different township of the province
of Pinar del Rio were investigated. The patients were studied from 1:50, with eight
serogroups of reference leptospira: leptospira Icterohaemorrhagiae, Canicola,
Pomona, Australis, Tarassovi, Hebdomadis y Grippotyphosa. These antigens had
optimum conditions. As a whole there were 436 positive reactions, 194 of them
were 1:50 (44,53 %) with a range of occurrence between 39,2 - 49,2. There was a
significant difference between Canicola and Tarassovi (p<0,05). Conclusion was
made that titration 1:50 had a great importance as primary cut level because it
detects cases which were considered negative when titration did not arrive to
1:100, including clinical and epidemiologic data suggestive of leptospirosis.
Therefore this should be the dilution point suggestive of this technique for the
diagnosis.
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INTRODUCCION

La Leptospirosis sigue siendo en la provincia de Pinar del Rio, como en el resto del
pais y otros muchos paises del mundo, un serio problema de salud. !’ Desde sus
inicios el diagnostico seroldgico en el hombre y en los animales ha revelado la
presencia en la circulacion de los diferentes serogrupos patdégenos de leptospiras,
los cuales han sido también aislados de estas fuentes, agua y suelos ® en todo el
mundo.

En Cuba se han hecho aislamientos y tipificaciéon de algunas sepas patégenas °

anticuerpos monoclonales.

con

El diagndstico tiene una gran trascendencia no solamente para apoy ar el
diagnodstico clinico o epidemioldgico, sino para definir titulos de anticuerpos
circulantes; particularmente la microaglutinacion nos permite definir los serogrupos
presentes incluso a partir de diluciones relativamente bajas.

En cuanto al diagnodstico existen reportes de que deben emplearse titulaciones de
1:50, segun laboratorios.!® En Cuba siempre se habia trabajado seroldgicamente a
partir de la dilucion de 1:100, de ahi en adelante duplicando los titulos cuando se
utiliza la técnica de microaglutinacion, dejando un gran vacio al considerarse
diluciones mas bajas como positivas, incluso habiendo indicios clinicos vy
epidemioldgicos. En el programa nacional se menciona la titulacion de 1:50 y es la
primera vez que se comienza a trabajar en este sentid o.

El objetivo principal de este trabajo es aportar conocimientos practicos y tedricos
sobre la importancia de que se trabaje en los laboratorios que utilizan la técnica de
micro aglutinacién a partir de la dilucién 1:50.

METODO

Durante el afio 1996, se estudiaron 1200 sueros sanguineos humanos procedentes
de hospitales, policlinicos y consultorios de los 14 municipios de Pinar del Rio, con
resefias preventivas de leptospirosis tanto clinicas como epidemioldgicas.

Los sueros llegados al laboratorio de leptospirosis de la Facultad de Ciencias
Medicas, fueron estudiados con la técnica de microaglutinacion (TMA) recomendada
por la OMS, como técnica de referencia e incluida en el programa nacional.

Se emplearon ocho serogrupos de leptospiras representados por ocho cepas de
referencia leptospira Icterohaemorrhagiae (Cepas RGA), Canicola (Cepa Hond
Utrech 1IV), Pomona (Cepa Pomona), Autralis (Cepa Jezbratislova), Tarassovi (Cepa
Perepelitsin), Hebdomadis (Cepa Hebdomadis), Autumnalis(Cepa Akiyami A) vy
Grippotyphosa (Cepa Moskva V) de las genomoespecies interrogans, santarosai,
borapetersenii y meyiers.

Los antigenos poseian las caracteristicas de concentraciéon (100 150 células por
campo microscopica) morfologia y mortilidad propia. Los cultivos tenian entre 7 vy
10 dias de longevidad. Fueron estandarizados mediante suero fisioldégico en cada
caso. El medio de cultivo utilizado fue el Korthf.

Los sueros problemas fueron diluidos desde 1:50 hasta 1:12800. Las reacciones
positivas fueron consideradas segin metodologia de la OMS, como maxima
aglutinacion 100 % (+ + + +), 75 % de aglutinacién (+ + +), y aglutinacidn
minima positiva 50 % (+ +). En el caso de las diluciones 1:50, cuando



reaccionaban cruzadamente se hacian diluciones 1:50, 1:80, 1:90, 1:100,
considerando la pertenecia al serogrupo en cuestion a medida que disminuia la
aglutinacion de los demas serogrupos con los cuales habia reaccionado el suero.

Los estadigrafos empleados fueron el error tipico del porcentaje segin muestra
positiva y serogrupos. Se calculo el rango de ocurrencia minimo y maximo en cada
caso, considerando dos errores tipicos y se utilizo el test de comparacion de
proporciones entre serogrupos con una confiabilidad de Alfa=0,05.

RESULTADOS

En la tabla 1 se reflejan los principales resultados obtenidos destacandose que de
436 reacciones positivas 194 fueron a dilucién de 1:50 (44,53 %), con un rango de
ocurrencia de 39,2 - 49,2 veces por cada 100 casos positivos. Las cifras relativas
expresan una mayor ocurrencia de este titulo con el serogrupo Australis (59,9 %)
seguido del serogrupo Pomona (49,2 %), Tarassovi (46,0 %), Icterohaemorrhagiae
(41,3 %) y la Canicola (31,3 %). Los rangos de ocurrencia considerando dos
errores tipicos varian en el mismo orden 13,2 +, 14,8 £+, 11,30 , 8,52 + y 8,9 .

Solamente hubo diferencia significativa entre serogrupo Canicola y Australis
(p<0,05) al comparar entre si, en todos los demas no lo fue (p< 0,05).

Tabla 1. Frecuencia absoluta de reacciones seroldgicas a los distintos serogrupos
de leptospiras. 1996, Pinar del Rid.

Serogrupos

Titulos Ict Can Pom | Aust. | Taras | Autum | Hebd | Grip | Total

1:50 55 21 62 28 23 1 3 1 194
1:100 27 18 29 9 4 Z 3 : 87
1:200 20 8 12 6 10 : - - 56
1:400 15 8 8 5 3 2 : 3 40
1:800 9 5 & 4 2 - - - 26
1:1600 4 4 2 1 0 : z 2 11
1:3200 1 1 2 2 3 - - : 9

1:6400 0 2 5 0 4 - - - 11
1:12800 [ 1 0 0 0 1 . - : 2

Totales | 133 | 67 | 126 55 50 1 3 1 436

Fuente: Laboratorio de Leptospirosis Facultad de Ciencias Medicas Pinar del Rio.

Leyenda:
. Ict. Icterohaemorrhagiae

- Can. Canicola



- Pom Pomona

- Aust Australis

- Taras Tarassovi

- Autum Autumnalis
- Heb Hebdomadis

- Grip Grippotyphosa

Observemos los resultados de la tabla 2.

Tabla 2. Frecusncia relativa v rango de ocurrencia de las reacciones de los
serogrupos mas importantes de leptospiras (dilucion 1:50).

Ocurrencia

Serogrupos de Leptospiras

Icterchaemorrhagiae | Canicola  Pomona | Australis | Tarassovi

/N
X/N X/N X/N X/N
55f133 21/a67 62/126 28/55 23/50
Porcentajes 41.35 31.34 44,21 59.90 45.00
Rango de 8.52 = 11.30:+ 8.90 = 13.20 = 14.08 =

ocurrencia

Fuente: Laboratorio de Leptospirosis Facultad de Ciencias Medicas Pinar del Rio.
Nota: Hubo significacion estadistica entre Canicola v Australis (p«=0,05) al
comparar los porcentajes de ocurrencia.

DISCUSION

Al analizar estos resultados es obvio la importancia que tiene la diluciéon 1:50 como
punto de partida para el diagnostico de la enfermedad desde el punto de vista
seroldgico, ya que anuncia y coincide en gran medida con sintomas clinicos y datos
epidemioldgicos relacionados con esta en la muestra estudiada.

Es realmente trascendente que cuando se parte de esta dilucion quedan dentro de
las probabilidades de destacar como positivas muchos mas casos que al partir de
una dilucion 1:100. Cuando un caso sea negativo al titulo 1:50, dentro de los
limites establecidos de deteccion de (IaM o IaG) para este mét odo que es de 5 a 6
dias después del debut de la enfermedad (puede ser menor a 4 dias) y luego de
hacer pareos de sueros en un intervalo de 5 -7 dias de la primera muestra, no cabe
dudas que el caso es negativo. Esta dilucidon cubre un espacio que va desde 0 hasta
100 diluciones del suero y puede descubrir el caso que dados ciertos factores esté
en dicho rango.



Los factores a considerar son: En primer lugar que el enfermo no sea capaz de
levantar o elevar sus titulos de anticuerpos protectores hasta un nivel de 100
diluciones; en segundo lugar, que la bacteria no tenga la suficiente virulencia como
para provocar una tal respuesta inmune y otro tercer factor es que sus anticuerpos
protectores sean precipitinas y no aglutininas en los niveles de 1:100 y se plan teen
los casos como negativos serolégicamente a pesar de todo el cortejo sistematico
dado.

Por todo esto se concluye que es recomendable tomar como corte de diagnostico
inferior esta dilucion de 1:50, aumentando asi el poder de sensibilidad de la
técnica, (aunque haya que precisar en diluciones posteriores) su especificidad de
serogrupos por algunas reacciones cruzadas que se presentan con otros
serogrupos.
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