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Introduccién

La leptospirosis es una enfermedad ampliamente dis-
tribuida que afecta a los animales y al hombre, siendo
frecuentemente mal diagnosticada por lo tanto, el
diagnéstico se fundamenta mas en los ensayos de la-
boratorio que solamente en los sintomas clinicos. Los
métodos que mds se utilizan se basan en la respuesta
serolégica aunque en, ocasiones nos brinda respues-
tas falseadas,de ahi la necesidad de establecer siste-
mas de diagndsticos alternativo como la hibridacién
de 4cidos nucléicos (1) y la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) (2). En este trabajo se utiliza un
sistema de PCR para la diferenciacion de cepas pato-
genas y no patégenas.

Materiales y Métodos

Se utilizaron cepas de referencia y 25 cepas aisladas
en Cuba. Los cebadores utilizados fueron tomados de
la literatura (4), a partir de la region 16s rRNA de
Leptospira interrocrans serovar canicola cepa Moul-
ton. Las muestras fueron procesadas utilizandose di-
luciones seriadas en base 10 y posteriormerite hervi-
das durante S minutos y enfriadas rapidamente en
hielo,utilizando 5 puL de la muestra para la reaccién.
El volumen de la reacciéon de PCR fue de 50 pL. Las
reacciones se realizaron en un equipo REACTOR
THERMAL-HYBAID y un programa de 31 ciclos.
El estudio del producto de amplificacion se realizé
mediante una hibridacién de los productos am-
plificados con un oligonucleotido complementario
a esta region.
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Resultados y Discusién

Los cebadores utilizados fueron especificos pudien-
do diferenciar los grupos de especies patégenas
(L. interrogans) de aquellos grupos no patégenos
(L. biflexa), logréndose la amplificacion de ia banda
de 331 pb solo en las patogenas. Cuando se realiz6 la
hibridacién de los productos amplificados se pudo
verificar la especificidad de la reaccién de amplifica-
cion, puesto que las muestras positivas mostraron se-
fiales en la hibridacion no asi las que fueron negati-
vas por PCR. En muestras de orina y leche de bovino
contaminadas experimentalmente se obtuvo amplifi-
cacién hasta una dilucién de 10% a 10° leptospiras, lo
cual es adecuado para el diagnéstico clinico. Este resul-
tado indica que PCR es mas sensible que los cultivos mi-
crobiol6gicos, como reportan otros autores (2).

Si se tiene en cuenta la necesidad de contar con
métodos de deteccion rapidos del microorganismo, nece-
sarios en esta enfermedad de dificil diagndstico micro-
biologico asi como lo controvertido de 1a serologia; el con-
tar con técnicas de alta sensibilidad y especificidad es un
elemento de gran valor, suméndosele que a partir de la
utilizacién de estas técnicas pueden implementarse trabajos
de epidemiologia molecular basados en los estudios
de polimorfismo entre cevas que brindan una mayor in-
formacion a los investigadores junto con la hibri-
dacion de 4cidos nucleicos y los estudios de secuen-
cias (4). A partir de este trabajo podemos decir que el PCR
es un método promisorio en la deteccion temprana de la
leptospirosis en el hombre y los animales.
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