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RESUMEN

Sosa, J.A. 2009. Prevalencia de la leptospirosis bovina en 23 explotaciones ganaderas en
Honduras. Proyecto de graduacion del Programa de Ingeniero Agronomo. Escuela
Agricola Panamericana El Zamorano. 24 p.

La leptospirosis es una enfermedad bacteriana difundida en el ganando bovino que es
considerada una zoonosis. Se determind la prevalencia de la leptospirosis en 23
explotaciones ganaderas distribuidas en el territorio hondurefio. En cada una se
recolectaron muestras de sangre de 20 vacas en etapa reproductiva. Las muestras fueron
procesadas utilizando la prueba ELISA con un kit de Linnodee Animal Care para el
serovar L. Harjo bovis (HB). Los datos fueron analizados utilizando el programa de
epidemiologia WinEpi TASAS version 2.0. La Prevalencia observadada (PO) por finca
presentd valores entre 8.89% y 93.33%, mientras que la Prevalencia esperada (PE) por
finca estuvo entre 5.13% y 57.14%; la relacion entre la Po y Pe dio como resultado un
Indice Epidémico (IE) superior a 1.25 lo que se interpreta como exceso de casos en las 23
fincas analizadas. Los resultados generales dieron un 55.49% de Pe, 1.09% de Po y un IE
de 50.85, lo que se interpreta igualmente como un exceso de casos en el total de la
poblacion analizada

Palabras claves: indice Epidémico, zoonosis, trastornos reproductivos, disminucion de la
produccion
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1. INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad difundida en el ganando bovino y que es considerada
una zoonosis, ya que puede ser transmitida al hombre. La especie que interesa como
agente zoondtico es la Leptospira interrogans que esta agrupada en serogrupos y éstos en
serovares (Faine 1982). Dentro de los serovares el mas importante es la L. Hardjo,
principal causante de dicha enfermedad.

La definicion de serovar fue formulada por primera vez en 1954 por Wolff y Broom
(Rojas y Céspedes 2008) y en la clasificacion actual se utiliza lo que estos autores dejaron
planteado. La via de penetracion de la enfermedad es a traves de la piel erosionada, con
cortaduras, o por la piel intacta reblandecida por el agua y a través de las mucosas
orofaringeas, nasal, ocular y genital (Lopez et al. 1992). La leptospirosis se presenta de
forma endémica y eventualmente como epidemia por exposicién a una fuente comun de
infeccidn. Se considera una enfermedad ocupacional de trabajadores relacionados con la
ganaderia, plantaciones de arroz, cafia y otros (Pedroso 2000).

Segun Acha y Szyfres (1988) las formas en que se presenta la enfermedad son las
siguientes:

Forma aguda: son mas susceptibles los becerros menores de un mes de edad. La
enfermedad se caracteriza por septicemia, fiebre alta (40.5- 41.5° C), anorexia, depresion,
anemia hemolitica con hemoglobinuria, ictericia, palidez de mucosas, congestion
pulmonar, meningitis y alta mortalidad.

Fase leptospirémica o forma subaguda: es comun en adultos y puede durar hasta 15
dias, se caracteriza por disminucion en la produccion de leche, que puede ser amarillenta
y con coagulos sanguineos. Esta fase es caracterizada por fiebre, anorexia, disnea y
postracion. En esta fase las leptospiras alcanzan el torrente circulatorio y son llevadas a
los organos internos: higado, rifiones, Utero, vagina, ovarios, oviductos, membranas
fetales, feto y glandula mamaria en la hembra y a los testiculos, epididimo y vesiculas
seminales en el macho donde ocasionan dafio tisular m&s o menos severo de acuerdo con
el serovar involucrado y la severidad de la infeccion. La fase leptospirémica cesa con la
aparicion de anticuerpos

Fase leptospirarica o forma crénica: se manifiesta por signos clinicos leves que pueden
ser restringidos al aborto en el Gltimo tercio de la gestacion a la presentacion en el hato de
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abortos simultaneos o tormenta de abortos. La infeccion de las membranas fetales y del
feto puede ocasionar abortos y el paso de las leptospiras a través de la placenta facilita los
cambios degenerativos en la ultima etapa de gestacion.

El cuadro clinico general en los bovinos se presenta como una enfermedad febril aguda,
seguida de un curso prolongado con posibles secuelas de aborto, nefritis subaguda y crisis
hemdlicas. Hay especies con diferentes tipos de virulencia y la gravedad de dicha
enfermedad puede variar de una septicemia subclinica a la aguda mortal (Faine 1982)

Los reservorios de la infeccién son los animales que tienen una leptospiruria prolongada y
generalmente no sufren ellos mismos la enfermedad. Tal es el caso de las ratas que son
los principales vectores de la enfermedad (Acha y Szyfres 1988). Las ratas mas comunes
son la rata negra, la noruega y la de alcantarilla; pueden medir unos 23 cm y pesar entre
150 y 200 g. Su habilidad reproductiva es muy alta, puede parir de 6 a 10 crias por
camada de 4 a 6 veces al afio, su periodo de gestacion es de 21 dias y entra en madurez
sexual a los 3 meses.

Segun Meneses y Faz (2007) uno de los métodos de control de roedores mas practicos es
el de uso de tubos de PVC como cebaderos que en su interior contienen una bolsa plastica
que con concentrado y un rodenticida, ubicando cada cebadero alrededor de las areas de
mayor problema como las bodegas de concentrados.

El diagndstico de la enfermedad requiere un enfoque integral basado en la evaluacion
epidemiologica, la sintomatologia clinica y la utilizacion del laboratorio como
herramienta de diagndstico.

El diagnostico epidemiolégico incluye datos sobre la época del afio, la aptitud del hato, el
estado sanitario del mismo, el contacto con otras especies domesticas, la sintomatologia
predominante y si se realiza vacunacion contra la leptospirosis, el nimero de animales
afectados, la edad y la fase de la gestacion en la que se produce el aborto. La cantidad de
animales enfermos es la morbilidad (Latin: morbus = enfermedad) y el nimero de
muertos es la mortalidad (Thrusfield 1990).

El diagndstico clinico tiene como dificultad la sintomatologia inespecifica de la
enfermedad, ya que las principales manifestaciones de leptospirosis son comunes a un
gran numero de afecciones observandose: ictericia, hemoglobinuria, hematuria, dafio renal
y meningitis. Las hembras prefiadas pueden abortar, presentar disminucion de la
produccién lactea, la leche puede contener coagulos de sangre y el recuento de células
blancas es muy alto.

Es importante mencionar la prevencion y profilaxis como componente de los programas
sanitarios e implica todas aquellas precauciones que se deben considerar para minimizar
la enfermedad. Dentro de las medidas de precaucion se pueden mencionar:



e Mejoramiento de las condiciones higiénico-sanitarias y de manejo poblacional para
minimizar la diseminacion de la enfermedad.

e Vigilancia epidemioldgica mediante monitoreos seroldgicos periddicos en las
explotaciones animales.

Blood y Radostits (1992) mencionan como los métodos de control:

e Antibidticoterapia: el uso de antibidticos como penicilina, estreptomicina y
dihidroestreptomicina. Este ultimo actta sobre la leptospiremia y elimina los estados
del portador.

e Vacunas: contra los serotipos especificos. Las bacterinas no protegen contra la
infeccion renal y la iniciacion del estado del portador; aunque desde el punto de vista
clinico parecen asintomaticos. El efecto protector de la vacuna produce disminucion
de abortos y mortandad en terneros.

Las interacciones antigeno- anticuerpo pueden ocurrir en el animal (in vivo) o fuera de
éste (in vitro) bajo condiciones de laboratorio especiales y controladas, siendo muy
utilizadas en las pruebas diagndsticas (Harley et al. 2002).

Se emplean varios procedimientos serdlogicos para identificar anticuerpos especificos
uno de ellos es la prueba de ELISA, por sus siglas en inglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas). Esta prueba se ha
convertido en una de las mas empleadas para deteccion de anticuerpos o de antigenos.
Implica la incubacién de un antigeno en un bufer sensibilizante apropiado en los pocillos
de una placa de microaglutinacién y que se absorbe a las paredes de los pocillos. El
antigeno libre se elimina por lavado. Si existe anticuerpo especifico, se une al antigeno.
El anticuerpo no unido también se elimina mediante lavados. Los anticuerpos directa o
indirectamente producen una reaccion y que puede ser medida por espectrofotometria
(Harley et al. 2002).

Andrade (2002) desarroll6 una investigacion epidemioldgica de brucelosis y leptospirosis
en el Litoral Atlantico y el Valle del Aguan en Honduras, y obtuvo una prevalencia del
24.7% para leptospirosis en 255 muestras tomadas a vacas en etapa reproductiva, siendo
la prevalencia en los departamentos de Colon y Yoro cuatro y cinco veces mayores que
en el departamento de Atlantida (8%). Los serotipos encontrados con mayor frecuencia
fueron Cannicola, Hardjo y Pomona; cabe destacar que alrededor del 30% de los
animales positivos, presentaron mas de un serotipo de leptospira. Las explotaciones
estudiadas presentaban una incidencia alta de abortos y del sindrome de caida de leche.

Esta investigacién que tuvo como objetivo determinar la prevalencia e indice epidémico
de la leptospirosis bovina en 23 explotaciones ganaderas distribuidas en el territorio
hondurefio.


http://es.wikipedia.org/wiki/Anticuerpo

2. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé entre agosto del 2008 y julio del 2009. Con base en los datos
suministrados por el Servicio Nacional de Sanidad Agropecuaria (SENASA) se
seleccionaron 23 fincas ganaderas distribuidas en el territorio hondurefio. Las fincas, el
propietario, nimero de animales por finca y su ubicacién se presentan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Ubicacién, finca y/o propietario y nimero de animales de cada una de las fincas
seleccionadas.

Departamento/Ciudad Finca y/o propietario N° animales
Trojes, El Paraiso Hacienda Casa Blanca 580
Trojes, El Paraiso Finca Santa Elena 350
Trojes, El Paraiso Finca Las Acacias 390
Jamastran, El Paraiso Hacienda Rancho Rosalia 460
El Paraiso Hacienda Las Gemelas 150
Danli, El Paraiso Hacienda Los Alpes 1400
Juticalpa, Olancho Hacienda La Cafia 860
Juticalpa, Olancho Hacienda Los Angeles 200
Olancho Hacienda Piedras Negras 450
Francisco Morazan Zamorano 230
Trojes, El Paraiso Hacienda Las Marias 650
Olancho Gerardo Gomez 300
El Bijagual, Olancho Hacienda EI Salamo 480
Lepaguare, Olancho Hacienda La Pradera 550
Marcovia, Choluteca Hacienda La Grecia 1200
Zamora, Coldn Hacienda Zamora 700
Olanchito, Yoro Hacienda La Joya 400
Bonito Oriental, Coldn Hacienda Piedras Blancas 800
Saba, Colon Hacienda Hermanos Ligeros 600
Céceres, Choluteca Hacienda El Faro 200
Bonito Oriental, Coldn Hacienda Bonito Oriental 800
Comayagua Fondo Ganadero 300
Juticalpa, Olancho Hacienda El Pinar 670
Total 12720
Promedio 553

En cada una de las fincas se tomaron 20 hembras al azar, usando como criterios de
inclusion animales que se encontraban en etapa reproductiva y que no hubiesen sido
vacunadas contra la leptospirosis (muestreo estratificado).



Las muestras se tomaron por puncién en la vena caudal o cocciega, recolectando
aproximadamente 6 mL de sangre, utilizando agujas calibre 22 x 1'%’ acopladas al sistema
de vacio vacutainer en tubos estériles de 10 mL; se utilizd una aguja y un vacutainer por
vaca. Una vez recolectadas las muestras fueron colocadas en posicion inclinada y luego
sometidas a centrifugacion a 5000 rpm durante 10 minutos, para separar el plasma del
coagulo. El plasma fue almacenado en tubos eppendorf de 1.5 mL y congelado a -5°C,
para luego preparar las placas de dilucion. Las muestras que no se pudieron centrifugar
inmediatamente después de la recoleccion, fueron refrigeradas entre 4-8°C por periodos
no mayores de 48 horas hasta su centrifugacion.

Después de recolectadas las muestras, se prosiguio al montaje de las placas para la prueba
de ELISA la cual fue realizada en Laboratorios Molina en Tegucigalpa. Se utilizé un kit
de Linnodee Animal Care y un lector de placas marca Bio-tek 311 utilizando un filtro de
450 nm para el serovar Harjo bovis (HB). El desarrollo de la prueba se hizo de acuerdo al
protocolo suministrado en el Kit.

Los datos fueron analizados utilizando el programa WinEpi TASAS version 2.0, mediante
el cual se calculo la prevalencia e indice epidémico para cada finca y general (Blas y
Ortega s.f.).

La Prevalencia (P) se define como la cantidad de animales enfermos que se presenta en
una poblacion conocida durante un periodo determinado, sin distinguir los casos nuevos
de los casos antiguos. La prevalencia generalmente se expresa como prevalencia
puntual, la cual es la cantidad de animales enfermos que existe en una poblacion en un
momento determinado del tiempo. A pesar de que la prevalencia puede ser definida
simplemente como el nimero de animales afectados, generalmente se expresa en términos
del nimero de animales enfermos en relacion con el nimero de animales existentes en la
poblacion en riesgo de desarrollar la enfermedad (Thrusfield 1990).

Numero de animales que presentan una enfermedad
en un periodo de tiempo concreto

Numero de individuos en riesgo de la poblacién,
en el mismo periodo de tiempo

El indice Epidémico (IE) se define como la expresion del nimero de nuevos casos que
aparecen en una poblacion conocida durante un periodo de tiempo. Mide el flujo de
individuos desde el estado libre de enfermedad al enfermo en dicha poblacion. Su
interpretacion se presenta en el Cuadro 2.



Cuadro 2. Interpretacion del Indice Epidémico

Valor Interpretacion
<0.75 Menos casos de los esperados
0.75a1.25 Casos similar a los esperados
0.75a1.25 Exceso de casos

Fuente: Winepi TASAS 2.0

La incidencia al igual que la prevalencia, puede ser definida simplemente en términos del
nimero de animales afectados, pero, generalmente, se expresa en relacion con la
poblacion en riesgo.

El exceso de casos esperados hace referencia a que existen mas casos de los que se
esperarian en un periodo determinado de tiempo y si se habla de menos de los casos
esperados, es que en ese periodo de tiempo hay menos casos de los esperados.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

En forma general el resultado epidemiolégico mostré una Pe de 1.09%, una Po de
55.43%, un IE de 50.85, dando como interpretacion final mas casos de los esperados. Uno
de los principales factores que pueden estar influyendo en tan altos indices epidémicos es
el manejo inadecuado en control y manejo de plagas en las fincas, principalmente de
roedores, ya que de acuerdo a la informacion suministrada por los administradores no se
ejecuta ningln plan de accién, solo cuando la poblacién de roedores es excesiva, los
ganaderos compran cebos y los colocan solo una vez. La falta de prevencion (programas
de vacunacion), diagnostico, profilaxis y tratamiento son otros de los factores de los que
depende una gran parte la sanidad del hato y los resultados obtenidos.

El resultado obtenido para el indice Epidémico (IE), Porcentaje de Prevalencia esperada
(Pe), Porcentaje de Prevalencia observada (Po) y los casos esperados se presentan en el
Cuadro 3. Los mayores valores para Pe los presentaron las fincas El Faro, Rancho Rosalia
y La Pradera, mientras que los menores valores se encontraron en Las Gemelas y
Ganaderia GOmez; con respecto a la Po los mayores valores fueron encontrados en las
fincas Rancho Rosalia, El Faro, Piedras Blancas y Los Angeles, mientras que la finca con
el menor valor fue Piedras Negras.

Con respecto al IE, los valores mas elevados se encontraron en la fincas Ganaderia
Gomez, seguida por Hda. Casa Blanca, EI Salamo, Las Gemelas, La Grecia, Santa Elena y
Bonito Oriental; la finca Piedras Negras fue la Unica que presento un IE bajo. Al analizar
la relacion de estos indicadores con los casos esperados, se obtuvo que todas las fincas
estudiadas presentaran un exceso de casos a los esperados con excepcion de la finca
Piedras Negras que presento un indicador de menos casos de los esperados (Cuadro 3).

Al agrupar los resultados de acuerdo a su ubicacion (departamento), se obtuvo que las
fincas ubicadas en el departamento de Yoro presentan la mayor Pe y Po, mientras que el
mayor IE lo presentaron las fincas ubicadas en el departamento de Olancho (Cuadro 3).



Cuadro 3. indice Epidémico (IE), Prevalencia esperada (Pe) y observada (Po) e interpretacion de los casos esperados para cada una de
las fincas muestreadas

Departamento Finca Prevalencia Prevalencia Indice Casos
observada (%Po)  esperada (%Pe) Epidémico (IE)  esperados
Choluteca La Grecia 53.33 8.33 6.4 Exceso
Choluteca El Faro 92.85 57.14 1.63 Exceso
Colo6n Hermanos Ligeros 35 7.69 4.55 Exceso
Colén Hacienda Zamora 60 14.29 4.2 Exceso
Coldn Bonito Oriental 76.92 12.82 6 Exceso
Coldn Piedras Blancas 80 25 3.2 Exceso
Comayagua Fondo Ganadero 65 14.29 4.55 Exceso
El Paraiso Las Gemelas 33.33 5.13 6.5 Exceso
El Paraiso Las Acacias 50 10 5 Exceso
El Paraiso Hacienda Casa Blanca 57.14 6.12 9.34 Exceso
El Paraiso Los Alpes 63.63 27.27 2.33 Exceso
El Paraiso Las Marias 73.33 13.33 55 Exceso
El Paraiso Santa Elena 81.25 125 6.5 Exceso
El Paraiso Rancho Rosalia 93.33 33.33 2.8 Exceso
Fco. Morazan EAP Zamorano 78.94 21.05 3.75 Exceso
Olancho Piedras Negras 8.89 26.66 0.33 Exceso
Olancho La Cafia 55 11.11 4,95 Exceso
Olancho El Pinar 55 14.29 3.85 Exceso
Olancho El Salamo 57.89 7.24 8 Exceso
Olancho Ganaderia Gémez 66.66 5.56 11.99 Exceso
Olancho La Pradera 68.42 31.58 2.17 Exceso
Olancho Los Angeles 80 25 3.2 Exceso
Yoro La Joya 75 25 3 Exceso

Promedio 63.51 18.03 4,77 Exceso



Cuadro 4. indice Epidémico (IE), Prevalencia esperada (Pe), Prevalencia observada (Po) y
Casos Esperados de acuerdo a la ubicacion (departamento)

Indice

Ubicacion de las  Prevalencia Prevalencia Epidémico Casos
Fincas observada (%Po) esperada (%Pe) (IE) esperados
Colén 62.98 14.95 4.49 Exceso
Choluteca 73.09 32.74 4.02 Exceso
Olancho 55.98 17.35 4.93 Exceso

El Paraiso 64.57 15.38 5.42 Exceso
Comayagua 65.00 14.29 4.55 Exceso
Fco. Morazan 78.94 21.05 3.75 Exceso
Yoro 75.00 25.00 3.00 Exceso

Segun Dubraska y Diaz (2005) el Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas de
Venezuela (INIA) encontré en el periodo de 1998-2002 de un analisis de 3,380 muestras
de sueros bovinos procedentes de 302 fincas de la mayoria de los estados del pais, que el
46% (1,555) resultaron con sueros seroaglutinantes y el 72.6% se reportd con
seropositivos. El serovar Hardjo es el que mas predomina cada afio. Estas cifras resaltan el
impacto economico en la ganaderia y el alto riesgo de exposicion al que se enfrenta el
hombre en las éstas zonas pecuarias.

Céspedes (2003) indica que en un estudio realizado en la provincia Manu, Madre de Dios
en Per( para determinar la prevalencia de leptospirosis y los factores de riesgo en 71
personas que presentaban antecedentes de fiebre en dicha provincia. La positividad en las
mujeres fue de 31.9% y en los hombres de 45.8%. Lo anterior demuestra la presencia de
esta enfermedad en otros paises igualmente afectando tanto la ganaderia como al humano



4. CONCLUSIONES

La prevalencia observada presentd valores entre 8.89% y 93.33%, mientras que la
prevalencia esperada estuvo entre 5.13% y 57.14%

La relacién entre la prevalencia observada y prevalencia esperada dio como
resultado un indice epidémico superior a 1.25 lo que se interpreta como exceso de
casos en las 23 fincas analizadas.



S. RECOMENDACIONES

Establecer un programa de monitoreo y control de vectores (roedores).

Manejo y control de aguas estancadas, control de malezas alrededor de las
instalaciones y evitar la acumulacion de basura.

Establecer un programa de monitoreo seroldgico en los hatos, con énfasis en el
analisis de los trastornos reproductivos (abortos, retenciones de placenta,
repeticion de celos) y productivos (sindrome de caida de leche) a fin de
diagnosticar lo antes posible la presencia del patdgeno.

Establecer un programa de vacunacion y protocolo de tratamiento de los animales
seropositivos.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Densidades Opticas, calculos e interpretacién de cada una de las cinco placas de
ELISA

Bovine Leptospira hardjo Antibody Test

Plate # 1
Wavelengths: 450nm 630nm
Date: 30.08.08

e il maes
| 4 % ) ’.!'.".I%"g.ﬁ.
. 0.059

POS1 1.319|NEG 1
POS 2 1.536|NEG 2 0.056 0.056/1.372 0.041
POS 3 1.261|NEG 3 0.061 0.061/1.372 0.044
Mean 1.372 Mean 0.043
Mean NEG x 2 0.086
|Negative Cut Off | 0.086|
1 B T B ' 3 R = T [ e e BT
1] 0961 | 1120 | 0919 | 0.043 | 0.041 | 0044 | 0307 | 0.044
2| 0024 | 0034 | 0038 | 0402 | 0120 | 0.254 | 0.067 | 0.262
3] 0200 | 0493 | 0.007 | 0.087 | 0.043 | 0078 | 0.197 | 0.036
4| 0052 | 0154 | 0072 | 0454 | 0481 | 0580 | 0.448 | 0.156
s| 0044 | 0031 | 0022 | 0028 | 0037 | 0544 | 0257 | 0520
6| 0418 | 0376 | 0.007 | 0.046 | 0026 | 0020 | 0.054 | 0.037
7| 0023 | 0926 | 0415 | 0.096 | 0274 | 0.020 | 0.049 | 0.032
8| 0196 | 0558 | 0.461 | 0.038 | 0.117 | 0.034 | 0042 | 0.055
9] 0069 | 0029 | 0.042 | 0405 | 0031 | 0.144 | 0358 | 0.018
10| 0309 | 0374 | 0.187 | 0454 | 0.021 | 0.101 | 0.007 | 0.007
11| 0.008 | 0.007 | 0.007 | 0007 | 0007 | 0.007 | 0.038 | 0.080
12| 0392 | 0020 | 0417 | 0401 | 0022 | 0.182 | 0.106 | 0.049
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e T oo Mt o . T ) H
i C# C+ C+ - C- C= 1 1]
FII 0 0 1 1 1 0 1
3] 1 1 0 1 [ 0 1 0
a o 1 0 1 1 1 1 1
5| o 0 0 0 0 1 1 1
6 1 1 0 0 1] ] 0 0
71 o 1 1 1 1 0 ] 0
8 1 1 1 0 1 0 0 0
8 o 0 0 1 ] 1 1 0
w 1 1 1 1 ] 1 ] 0
1m| o 0 0 ] ] [] 0 0
12] 1 0 1 1 1] 1 1 0
Table 4. Results for Serum Samples.
: SR,
1 C+ C+ C+ C- |C- C-
2 tive
3 ' Negative
tive
5 tive Negative | Negative :
6 tive | Ne Negative | Negative
7 Negative | Negative
B tive
9 : Negative
10 Negative
1 Negative
12 Negative | Positive | Positive | Negative
Flate #,3 = - D, JE S R ol
i i. 31?! 1. 5-3&-. 1. 261!0 05'5"! [ = I DS-E-I o Oé-_'l_!l:‘.'! 421‘ 0O OE
= o:z.- O . .r' o.GSz2g0. 552‘ . 1644 0. 34?.‘0 0F2PO. 6
= D 275' [ [ &77. O . O].D. [ 11‘?. o DS?!-O 107. L [ 2’?0‘ Lo e T B
< L= 072' O-..Z.I.J.. o G‘?‘?l L -&23‘ Lt I 660! L= I ??15'0 61’.4.’ L b
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ra Lo a4 1. b - 270. “r . E-&l-'i’l o . 132. [ = . 37&-' r o O 27’. [ [ 0\6?’. L Qe w R
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Cr . 0'9‘5-.0 {340!_0 DBE‘-O 55&.0 043':} :I."?'?.O 4“?1’0 o2S
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Plate # 2

Wavelengths: 450nm 630nm

Date: 01.09.08

Table 5. Negative Cut Off Value.

16

. 0.100 0. 0.073
POS 2 1.360|NEG 2 0.063 0.063/1.372 0.046
POS 3 1.368|NEG 3 0.087 0.087/1.372 0.063
Mean 1.372 Mean 0.061
Mean NEG x 2 0.121
[Negative Cut OFf | 0.121|
Table 6. Ratio.
o e (o, : ESERlEe R
1| 1.012 | 0991 | 0997 | 0.180 | 0956 | 0.192 | 0.203
2| 0073 | 0046 | 0.063 | 0.181 | 0803 | 0652 | 0348
3] 1052 | 0730 | 0499 | 0.459 | 0.131 | 0.007 | 0.198 | 0614
4] 0182 | 0772 | 0079 | 0.173 | 0093 | 0379 | 0.283 | 0.082
5| 0241 | 0.430 | 0.415 | 0.138 | 0.454 | 0058 | 0224 | 0.388
6| 0784 | 0054 | 0036 | 0126 | 0.027 | 0045 | 0712 | 0.403
7| 0087 | 0.113 | 0.030 | 0017 | 0.638 | 0585 | 0.064 | 0356
8| 0337 | 0058 | 0234 | 0663 | 0042 | 0318 | 0815 | 0291
9| 0343 | 0256 | 0.101 | 0.754 | 0.036 | 0.203 | 0305 | 0.077
10| 0341 | 0069 | 0047 | 0276 | 0.125 | 0.063 | 0278 | 0.183
11 0.093 | 0.131 | 0348 | 0.343 | 0513 | 0252 | 0087 | 0245
12| 0273 | 0547 | 0431 | 0.249 | 0.113 | 0.224 | 0052 | 0.09a
Table 7. | f Ser j
PR e e e P L e i i e e e
1] c+ C+ C+ 1 1/ i 1 1
2l ¢ C- [ 1 1| 1 1 1
3l 1 1 1 1 1] 0 1 1
4 1 1 0 1 0| 1 1 [i]
5] 1 1 1 1 1] 0 1 1
6 1 0 ] 1 0| 0 1 1
71 o 0 0 0 1 | 1 o 1
8 1 0 1 1 0| 1 1 1
9l 1 1 0 1 0 | 1 1 0
1w 1 0 0 1 1 | ] 1 1
11 o 1 1 i 1| 1 0 1
12 1 1 1 1 o | 1 0 0
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Table 8. Results for Serum Samples. i

iy C+ C+ C+

] C- C- C-

30

7

2

:v.‘_“_:"

8

9

11

‘. n
lest # 50 LEPTO-H 1 Modifieds
ABSORBANCE 8 PAGE 1 ‘
Lot Number: ’2 Exp. Dates_ [
User:_ |

WAVELENGTHS=450na 3omm
Plate ® #y2 g

1

N s WN

9 o

10
11

12

C D E F G H
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. "

j1°. -S592j0. <3424 0. =155 0. 3Q7'0 «071§0.129

- o o

08/29/08
09/01/708



18

Plate # 3
Wavelengths: 450nm 630nm
Date: 02.09.08

Table 9. Negative Cut Off Value.

8
Pl ) »0/6. (NEG)
POS 1 2.359|NEG 1 Y
POS 2 2.656|NEG 2 0.079 0.079/2.456 0.032
POS 3 2.352|NEG 3 0.059 0.059/2.456 0.024
Mean 2.456 Mean 0.025
Mean NEG x 2 0.050
[Negative Cut OFf | 0.050|
Table 10. Ratio.
: o B e o

1 I 0.276 | 0.046

2| 0018 | 0032 | 0024 | 0.129 | 0.009/| 0017 | 0489 | 0612

3| 0055 | 0317 | 0142 | 0301 | 0016 | 0.003 | 0032 | 0.029

4] 0571 | 0338 | 0206 | 0029 | 0359 | 0.220 | 0.020 | 0.019

5| 0.204 | 0450 | 0355 | 0273 | 0362/ 0213 | 0393 | 0524

6| 0470 | 0.027 | 0489 | 0253 | 0.013|]| 0254 | 0479 | 0.454

7] 0369 | 0643 | 0195 | 0.018 | 0.134 | 0.098 | 0.497 | 0.586

8| 0026 | 0019 | 0.135 | 0.200 | 0.035|| 0076 | 0.154 | 0.116

9] 0213 | 0299 | 0492 | 0259 | 0338/ ]| 0031 | 0.160 | 0.018

10| 0018 | 0.015 | 0.196 | 0.011 | 0022 /| 0246 | 0.130 | 0.014

11 0.023 | 0347 | 0.049 | 0.048 | 0.038|| 0039 | 0488 | 0.015

12| 0067 | 0.286 | 0.217 | 0.244 | 0.162|| 0355 | 0.106 | 0.184

Table 11. \dentification of Serum Samples Results. |
|
R T 28 (T TR R e BT | o T L I

1] C+ C+ C+ 1] 1 1] 1 0
2| ¢ [ [ 1 0o | 0 1 i
3 1 1 1 1 o | 0 0 0
4l 1 1 1 [i] 1 | 1 0 0
5| 1 1 1 1 1 | 1 1 1
6 1 0 1 1 o | 1 1 1
71 1 1 1 ] i 1 1 1
8 o0 0 1 1 0 | 1 1 1
9l 1 1 1 1 1 || o 1 0
10, 0 0 1 0 D | 1 1 0
11 o 1 0 1] 0 | ] 1 0
2] 1 1 1 1 1 | 1 1 1
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Plate # 3
Wavelenghts: 450nm 630nm
Date: 02.09.08
Table 12. Results for Serum Samples.
o C+ C+ C+
S C- C- C-
3
5
6 N
Z‘:@?
11
| 12
ABSORBAMCE MODE 8 PAGE 1 : 0P/02/08

Lot Humber:Yace 2 Exp. Dates- |

User: B .Nembsastn. . :
WAVELEMGTHS=450nm &30nm |

Flate # 1 [

A E c D E F G H
e e e —

1j2. 359;2 65b|2 352‘() 043'!‘.‘! ‘2211-‘.'.! Gﬂﬁlﬂ.bﬂlﬂ 111

2 0.043’0.07?'0.05?!.0 318‘0 021‘0.041'1 2000 1.502

e e e s s s e e s o e e - e e s e

Z jo. 135’0 ??‘?IO 34?!_1‘.‘! ?'SE!D OS?‘G-OOBICI.D?E'D.Q?E

]
D
M
..a“
|.-.|.
|..-.
=]
.h
-
'f.'-
m
~J
M
-
O
D‘
~J
O
-
ﬁ
E
=]
on
o)
H
(o —
'D
-{I
o
l-l
-
|.-
[

0. Dﬁﬁ'ﬂ 04&'0 332'0 245'0.035!0 .IEIE]D 3?"?.0 285

O @

0. 523'0 ?:5!!1 EO?'G &3?!_0‘ BZ‘?IO 0?’!’:10 3"?2‘1’.‘! 1‘.}45

10 0.044'0 03?!0 432'0 0‘2?'0.553!0 é-D,!l‘l‘.‘r 320!0 G34

11 §o. 05&'0.353'0 120'!0 11?'0 WE'O.D?' 1. 1?‘?"0 0::

12 jo. =1&63f 0. 702'0 SF4j0. E?Blﬂ E?Elﬂ B}".‘I.IG 2600.4

el

End of Run
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Plate # 4
Wavelengths: 450nm 630nm
Date: 04.09.08

POS 2 1.213|NEG 2 0.053| 0.053/1.538 0.034
POS 3 1.449|NEG 3 0.047 0.047/1.538 0.031
Mean 1.538 Mean 0.032

|Mean NEG x 2 0.064

[Negative cut Off | 0.064|

Plate # 4
Wavelenghts: 450nm 630nm
Date: 04.09.08

0791 | 0038 | 0.047 | 0.070 | 0.134 | 0.044 | 0.094 | 0055
0035 | 0288 | 0269 | 0331 | 0067 | 0149 | 0252 | 0.763
0.047 | 0103 | 0.090 | 0376 | 0305 | 0420 | 0.191 | 0.030
0617 | 0883 | 0656 | 0114 | 0.0s2 | 0743 | 0.oug | o617
0.047 | 0899 | 0097 | 0.238 | 0758 | 0319 | 0020 | o030
0.832 | 0501 | 0717 | 0.056 | 0.017 | 0525 | 0.061 | D123
0348 | 0207 | 0062 | 0344 | 0252 | 0153 | 0688 | 0551

H:Eigﬂﬂlﬂhﬂhﬁ
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C+

C+
C-

C+

Table 16. Results for Serum Samples.

Wavelenghts: 450nm 630nm

Plate # 4
Date: 04.09.08
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Plate # 5
Wavelengths: 450nm 630nm
Date: 06.09.08

0.048]
1.634|NEG 2 |0.075 0.075/1.560]

o NEG 3 l0.119 0.119/1.560| 0.076
[pos3 1.518)

[Mean 1.560] ! |Mean 0.063
| | . |MeanNEG x 2 0.127

[Negative cut Off | 0.127|
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Table 18, Ratio. |
e H5C o e oa | ER S (R [
1| 0979 | 1.048 | 0973 | 0.126 | 0303 || 0.412 | 0.075 | 0.664
2| 0.066 0.048 0.076 0.578 0.966 || 0.303 0.746 0.148
3| 0435 | 0.747 | 0.194 | 0736 | 0.290 /| 0.084 | 0.739 | 0.115
4| 0078 | 0276 | 0886 | 0.075 | 0.038 || 0.060 | 0133 | 0.077
5| 0378 | 0887 | 0.762 | 0.553 | 0.062 | 0.256 | 0.038 | 0.687
6| 0136 | 0154 | 0935 | 0.012 | 0.011 ] 0.004 | 0.010 | 0.008
7| 0012 | 0013 | 0010 | 0.010 | 0.034 | 0.680 | 0.149 | 0.076
8| 0042 | 0039 | 0.028 | 0029 | 0035 | 0.0a1 | 0.030 | 0.026
9| 0035 | 0.026 | 0.022 | 0.022 | 0.028] 0.0290 | 0.029 | 0.023
10 0.030 | 0033 | 0.028 | 0.023 | 0022 | 0026 | 0.031 | 0.021
11| 0.044 | 0029 | 0033 | 0.013 | 0013 | 0010 | 0.012 | 0.012
12| 0.017 | 0014 | 0015 | 0.015 | 0.015 | 0015 | 0.015 | 0.015
Table 19. Identification of Serum Samples Results, |
P ) L o | ) e
1 «C+ C+ C+ 0 1 1 0 1
2l C- C- 1 1 | 1 1 1
3 1 1 1 1 1 | 0 1 i
4 o 1 1 0 o | o 1 0
5 1 1 1 1 0o | 1 L] 1
6 1 1 1 1] o || o 0 0
71 o 0 0 0 0 | 1 1 0
8l o 0 ] [] o || o 0 0
o] o 0 0 0 0 0 0 0
0] o 0 0 0 ] ] 0 0
11 0 a a [1] 0 0 1] 0
12 0 0 0 i i) ] ] 0
Table 20. Results for Serum Samples.
SO R BT S R v e, TSI P e e
1 C+ C+ C+ =
2l C- C- ;
3 o |
Negativo
5
6 N
4 Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | _Positivo | Negativo
: :elﬂ“’ Negativo "j!!:v": Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
egativo | Negativo | Nega Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
10| Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
1L Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo |
2 Negativo | Negativo Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
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i, b, Lo, e Bkt |

06010 232;0 .118

0.06510.061!0.044[0.045‘0.055!0.

06410 04710 . 040
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