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RESUMEN

Leptospira se ubica en el orden Spirochaetales, familia Leptospiraceae y género Leptospira. Este género
comprende dos especies fenotipicas: L. interrogans, que agrupa a leptospiras patogenas, agente causal de la lep-
tospirosis en el hombre y los animales y L. biflexa, que incluye leptospiras saprofitas de vida libre que se encuen-
tran fundamentalmente en aguas superficiales y muy ocasionalmente en aguas marinas. A diferencia de L. interro-
gans, las cepas de L. biflexa raramente han estado asociadas a infecciones en humanos o animales y son avirulen-
tas en animales de laboratorio. La leptospirosis humana y de los animales constituye para Cuba un problema de
salud, ya que afecta desde el punto de vista econdmico y social a toda la poblacién que se expone temporal o per-
manentemente al riesgo de infeccion. En Cuba se tiene implementada en los Centros Provinciales de Higiene y
Epidemiologia de todas las provincias del pais con diferentes grados de éxito, la hemoaglutinacion pasiva (HAI)
como técnica diagnostica. La misma permite detectar durante la fase aguda y la etapa de convalecencia de la en-
fermedad la presencia de Leptospira en el individuo enfermo. Esta técnica es una alternativa econdmicamente
viable ante la dificultad para acceder a los métodos mas modernos de diagnostico desarrollados en los ultimos
afios. El objetivo de esta revision bibliografica es realizar una breve resefia sobre los métodos seroldgicos mas
avanzados existentes en el diagnéstico de Leptospira y discutir la factibilidad del uso del Antigeno Sensibilizante
de Eritrocitos (ASE) en el ensayo de Hemoaglutinacion indirecta (HAI) como técnica de campo para diagnosticar
la leptospirosis en animales sometidos a explotacion (produccion) y en animales de compafiia a partir de que cons-
tituye una técnica econémica y facil de realizar.

Palabras clave: Leptospirosis, antigeno sensibilizante de eritrocitos, ensayo de hemoaglutinacion indirecta,
animales.

INTRODUCCION

Leptospira se ubican en el orden Spirochaetales, familia Leptospiraceae y género Leptospira. Este género
comprende dos especies fenotipicas: L. interrogans, que agrupa a leptospiras patdgenas, agente causal de la lep-
tospirosis en el hombre y los animales y L. biflexa, que incluye leptospiras saprofitas de vida libre que se encuen-
tran fundamentalmente en aguas superficiales y muy ocasionalmente en aguas marinas (1). A diferencia de L.
interrogans, las cepas de L. biflexa raramente han estado asociadas a infecciones en humanos o animales y son
avirulentas en animales de laboratorio (1).

Por debajo del nivel de especie, tanto L. interrogans como L. biflexa, se clasifican en serogrupos y serovares
atendiendo a sus caracteristicas sexoldgicas (2). La clasificacion, tipaje y caracterizacion de cepas mediante anti-
cuerpos monoclonales (AcM) y técnicas de biologia molecular han permitido un mayor conocimiento sobre las
relaciones antigénicas y gendmicas entre las cepas de Leptospira.

En la actualidad, ademas de la clasificacion fenotipica, existe una clasificacion genética, sin existir relacion
directa o correspondencia entre ambas clasificaciones (2, 3). La caracterizacion genética mediante la hibridizacion
ADN-ADN ha permitido la division del género en 16 especies gendmicas diferentes o genomospecies (2). Debido
a la falta de correspondencia entre las clasificaciones fenotipica y genética existen especies gendmicas que inclu-
yen serovares patdgenos y no patdgenos, asi como serovares incluidos en méas de una especie gendmica. De esta
forma, la especie gendmica es tipica de la cepa y ningun serogrupo o serovar predice la especie gendmica a la cual
pertenecera una cepa en cuestion (2, 3).

En la reunién del Subcomité de Taxonomia de Leptospira en el 2007 desarrollada en Quito, Ecuador, se de-
cidio dar el estatus de especies a las genomoespecies 1, 3, 4 y 5 previamente descritas, resultante en una familia
gue comprende 13 especies patogenas de Leptospira: L. alexanderi, L. alstonii (genomoespecie 1), L. borgpeter-
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senii, L. inadai, L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae (ge-
nomoespecies 3), L. weilii, L. wolffii, con mas de 260 serovares. La especie saprofita de Leptospira incluyen L.
biflexa, L. meyeri, L. yanagawae (genomoespecies 5), L. kmetyi, L. vanthielii (genomoespecies 4), y L. wolbachii,
y contiene mas de 60 serovares (4).

La leptospirosis es una zoonosis de amplia distribucion mundial. El espectro de la enfermedad en humanos y
animales es extremadamente amplio, desde la infeccion subclinica hasta un sindrome severo de infeccion multi-
orgénica con elevada mortalidad. Este sindrome, leptospirosis ictérica con fallo renal, fue reportado por primera
vez, por Adolfo Weil, hace mas de 100 afios (1886), en Heidelberg (5). Sin embargo, varios afios antes se descri-
bié un sindrome aparentemente idéntico ocurrido en trabajadores del alcantarillado (6).

La leptospirosis humana y de los animales constituye para Cuba un problema de salud, ya que afecta desde el
punto de vista econdmico y social a toda la poblacién que se expone temporal o permanentemente al riesgo de
infeccion. Desde la puesta en marcha del Programa de Control y Prevencién de esta enfermedad en el afio 1981
por las autoridades de Salud Puablica del pais, se ha registrado una tendencia descendente de la morbilidad como
resultado de la aplicacién de una vacuna cubana como medida profilactica contra la enfermedad (7). Como parte
importante de este Programa de Control y Prevencion se tiene implementada en los Centros Provinciales de
Higiene y Epidemiologia de todas las provincias del pais con diferentes grados de éxito (8, 9), la hemoaglutina-
cién pasiva o indirecta (HAI) como técnica diagnostica. La misma permite detectar durante la fase aguda y la
etapa de convalecencia de la enfermedad la presencia de Leptospira en el hospedero enfermo. Esta técnica es una
alternativa econdmicamente viable ante la dificultad para acceder a los métodos mas modernos de diagndstico
desarrollados en los Gltimos afios.

El objetivo de esta revision bibliogréafica es realizar una breve resefia sobre los métodos seroldgicos mas
avanzados existentes en el diagnostico de Leptospira y discutir la factibilidad del uso del antigeno sensibilizante
de eritrocitos (ASE) en el ensayo de HAI como técnica de campo para diagnosticar la leptospirosis en animales
sometidos a explotacion (produccién) y de compafiia a partir de que constituye una técnica econémica y facil de
realizar.

DESARROLLO

1.- Caracteristicas generales de las leptospiras (taxonomia, hébitat y morfologia)

La palabra leptospira procede de dos voces griegas: lepto- estrecho o delgado; espira- espiral. Las leptospiras
son microorganismos con especies patogénas y sapréfitas. Estas pueden ocupar diversos ambientes, habitat y ci-
clos de vida. Generalmente se reconoce que estas bacterias son virtualmente ubicuas en términos de su distribu-
cién geogréafica, estando presentes en todo el planeta con excepcidn de la Antartica (10). La mayoria de las Lep-
tospira, sin embargo, necesitan vivir en una alta humedad y pH neutro (6.9-7.4), lo cuales son esenciales para su
supervivencia en reservorios naturales en aguas estancadas, pantanos, lagunas, estanques, y charcos.

Por sus determinantes antigénicos, el género Leptospira esta constituido por dos especies: L. biflexay L. inte-
rrogans (11). L. biflexa es una espiroqueta saprofita de vida libre sin capacidad patogénica. EI género Leptospira
esta dividido en 19 genomo-especies, basados en estudios de hibridacion de ADN (12).

Los miembros de las Leptospira se agrupan también en serotipos, de acuerdo a sus relaciones antigénicas. La
clasificacion de los serovares de Leptospira es basada en la expresion de los epitopes de superficie expuestos en
un mosaico de lipopolisacaridos antigénicos (LPS), mientras la especificidad de epitopes depende de su composi-
cién de azdcar y orientacion. Hasta el momento se han codificado solo el genoma de dos de las especies patogenas
L. interrogans serotipos Copenhageni y Lai de aproximadamente 4.6 Mb (13). Ambas con dos cromosomas que
codifican a 3728 genes, dos operones del ARNm y 37 del ARNt (14).

Las leptospiras son organismos muy delgados, por lo general todos los serotipos descritos hasta el momento
tienen caracteristicas similares. Su apariencia es en forma de espiral 6-20 micrometros y 0.1 ¥ m de diametro, con
una distancia promedio entre crestas consecutivas de unos 0.5 ¥2 m (15). Uno o ambos extremos del organismo
estan curveados en forma de gancho. Por ser tan delgadas, son bacterias que se visualizan con mayor facilidad con
un microscopio de campo oscuro (16). Las Leptospira son organismos aerobios obligados, mdviles a través de
filamentos axiales llamados axostilo. Los dos flagelos conocidos como FlaA y FlaB son las proteinas de la grasa
las cuales constituyen la vaina y centro flagelar respectivamente, se extienden desde la membrana citoplasmatica
en los extremos de la bacteria, y a través del espacio periplasmico y son necesarias para la motilidad del microor-
ganismo (17). Ademas se dividen por fision binaria. En virtud de su estructura en espiral alrededor de su eje axial,
puede haber hasta 20 enrollamientos en funcion de su longitud total. La capacidad de invadir tejidos esta también
facilitada por la produccion de la enzima hialuronidasa, la cual altera la permeabilidad del tejido conjuntivo al
hidrolizar el 4cido hialurénico (18). Leptospira tiene una envoltura celular similar a las bacterias Gram negativas.
Sin embargo, la capa de peptidoglicano esta asociada con la membrana citoplasmatica en vez de la membrana
externa, algo que es Unico de las espiroquetas.

La membrana externa contiene una variedad de lipoproteinas, proteinas periféricas y de transmembrana (19).
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Como es de esperarse, la composicion proteica de la membrana externa difiere al comparar las Leptospira que
crecen en medio artificial con las que estan presentes en un animal infectado (20). Se ha demostrado que varias
proteinas de la membrana exterior se adhieren a la matriz extracelular y al factor H, una proteina de control del
complemento. Estas proteinas pueden ser de importancia en la adhesion de la Leptospira a los tejidos del huésped
y en la resistencia a las acciones del sistema del complemento (21, 22).

Dentro de la membrana exterior, el LPS constituye el antigeno principal para Leptospira. Es estructuralmente
e immunoldgicamente similar al LPS de los microorganismos Gram negativos. No obstante, es relativamente me-
nos téxico en células animales, siendo 12 veces menos letal para los ratones cuando se comparé con el LPS de E.
coli (23).

Ademas de los LPS, otras proteinas estructurales y funcionales forman parte de la membrana exterior de la
Leptospira, una proporcion grande de tales proteinas lo forman la lipoproteinas con un abundancia relativa en la
superficie celular: LipL32> LipL21> LipL41 (24), otras proteinas también se han identificado entre ellas las pori-
nas OmpL1 (25), las proteinas (T2SS) tipo dos o de sistema de secrecidn y la secretina GspD (26). Todas locali-
zadas en la membrana exterior de la Leptospira, y con un marcado aporte a la antigenicidad de la misma.

2.- Diagnostico de la Leptospirosis
En Cuba el diagnostico se basa en:
1. Grupos de riesgo: veterinarios, agricultores urbanos o rurales, trabajadores comunales, albaiiiles, carniceros,
plomeros, y otros, tenencia de animales.
2. Manifestaciones clinicas.
3. Examenes de laboratorio clinico, microbioldgicos y seroldgicos (confirmatorio).
4. Estudio anatomopatoldgico.

2.1. Cuadro clinico

Después de un periodo de incubacién entre 2-21 dias, las formas de presentacién son muy variables, similares
a otras enfermedades como sepsis urinaria, hepatitis viral aguda y sindrome neurolégico infeccioso. Se dividen en
dos grandes sindromes (27):

1. Leptospirosis anictérica: 90 %.
2. Leptospirosis ictérica: 10 %.

Ambos tipos siguen un curso bifésico:

1. Fase leptospirémica o septicémica: dura aproximadamente 7 dias, continGia con periodos sin fiebre de 2-3 dias,
se caracteriza por la presencia del microorganismo en el torrente sanguineo, higado, bazo, rifién, cerebro,
pulmdn, durante esta fase se pueden aislar las leptospiras por cultivo directo o inoculacion de animales de la-
boratorio (27).

2. Fase inmune: relacionada con la aparicion de anticuerpos IgM, frecuentes meningitis y uveitis anterior como
complicaciones (28).

3. Fase leptospirdrica: se presenta casi inmediatamente después de la anterior. Durante esta fase se pueden aislar
las Leptospiras a partir de la orina excretada (18).

Generalmente comienza con un sindrome febril agudo, entre 38 y 40 °C y escalofrios, cuyo primer dia el
animal tiene fotofobia, mialgias (mas intenso en los miembros inferiores principalmente en las pantorrillas), dolo-
res lumbares y orinas oscuras que simula una sepsis urinaria, ademas pueden presentar tos seca, en ocasiones es-
casa expectoracion con hemoptisis o sin ella, casi siempre de mal prondstico, y sintomas gastrointestinales como
nauseas, vomitos, diarreas y anorexia (27).

Al examen fisico inicial se puede encontrar una hiperemia conjuntival, no hay disociacion pulso-temperatura,
hepatomegalia y, mas raro, esplenomegalia, ictericia azafranada, hipersensibilidad abdominal difusa, hipersensibi-
lidad muscular, signos meningeos y oliguria. En las formas graves después de instalada la ictericia, aparece insu-
ficiencia renal aguda, hemorragias, hipotension, coma y finalmente la muerte.

Otras manifestaciones menos frecuentes son: erupciones cutaneas, linfadenopatias generalizadas, faringitis,
hemorragia gastrointestinal, colecistitis acalcular, neumonia hemorragica y miocarditis (18).

2.2. Examenes complementarios

Dentro de los exdmenes complementarios se encuentra el hemograma el cual en ocasiones es normal o con
presencia de anemia leve. Se realiza el leucograma, puede resultar normal o con leucocitosis con desviacion iz-
quierda o leucopenia. Eritrosedimentacion acelerada. Bilirrubina elevada a expensa de la fraccion directa. Creati-
nina normal o elevada. Dado el dafio hepatico la TGP y TGO se encontraran elevadas el doble o triple. La CPK
elevada en los primeros dias. La enzima fosfatasa alcalina puede estar elevada y en las plaquetas se presenta
trombocitopenia en la insuficiencia renal. En la orina se observa proteinuria, piuria, cilindros y hematuria mi-
croscépica, asi como en el LCR citoquimico hay predominio de neutréfilos y después linfocitos, con glucosa
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normal y las proteinas elevadas (29).
Laboratorio de microbiologia:
a) LCR Gram: negativo.
b) Cultivos especiales:
¢ Hemocultivo: medio liquido de Korthof en las dos primeras semanas de la enfermedad, los hemocul-
tivos (en medios semisélidos) deben ser tomados inmediatamente después de la presentacién del indi-
viduo presuntamente enfermo.

¢ LCR: igual gue el hemocultivo, la microscopia directa en campo oscuro de orina 0 LCR puede ser va-
liosa en el diagnostico presuntivo, pero son frecuentes los artefactos (2, 23).

¢ Orina: después de la 1ra o 2da semana de incubacion (después del 10mo dia), la viabilidad de las Lep-
tospira en la orina de los animales domésticos es limitada, por lo que se debe procesar inmediatamente
(23).

c) Diagndstico serologico:

Los métodos seroldgicos son los mas ampliamente empleados, por ser mas rapidos, de facil ejecucion, ofrecer
una mayor detectabilidad, siempre que sean realizados teniendo en cuenta el curso natural de la enfermedad; aun-
que algunos casos resulta dificil la interpretacion de los resultados fundamentalmente cuando se trata de titulos
bajos (7, 9).

Los anticuerpos aglutinantes normalmente aparecen a los 10 dias después de la infeccion; los titulos se elevan
rapidamente y luego declinan a lo largo de varios meses hasta niveles moderados que pueden persistir durante
semanas o afios. El diagnostico clinico se confirma por la elevacion del titulo en muestras séricas pareadas, la
primera tomada durante la etapa aguda y la segunda después de 7 a 10 dias (30).

La mayoria de los casos de leptospirosis son diagnosticados por serologia, siendo importante el uso de reacti-
vos que detecten las serovariedades mas comunes de la region. Los anticuerpos son detectables en sangre aproxi-
madamente una semana después del inicio de los sintomas.

A continuacion nombraremos las técnicas que mas se utilizan en el diagnéstico seroldgico de la Leptospiro-
sis:

+ Latécnica mas util y sencilla para determinar infeccién reciente en los casos de leptospirosis humana es la

hemoaglutinacion pasiva (HAI) con una sensibilidad del 92 % y una especificidad de 95 %, detectandose
IgM a través de ella, lo que permite el diagnéstico de las infecciones recientes, pero su utilidad se reduce
a solo dar informacion a género, las misma se encuentra descentralizada en todo nuestro pais desde el afio
1981 en humanos (7). En esta técnica por lo general se utiliza una sustancia sensibilizante de eritrocitos o
Illamado también antigeno sensibilizante, Gtil para sensibilizar in vitro a los eritrocitos de carnero con una
cepa de Leptospira que por lo general no suele ser patégena, cuyo método es rapido y no requiere de
ningun equipo especializado (31).

+ La microaglutinacion con antigenos vivos (MAT) se utiliza en centros de referencias, es el método de re-
ferencia para el diagnostico serolégico de leptospirosis. El suero del paciente se enfrenta con suspensiones
de Leptospira vivas de los distintos serovares y se examina al microscopio la presencia de aglutinacion.

Es un método complejo de controlar, realizar e interpretar (32).

Otras pruebas seroldgicas son utilizadas en nuestros dias como son la macroaglutinacion en placa con antige-
no termoresistente (TR), inmunofluorescencia indirecta (IFA), contrainmunoelectroforesis, prueba de aglutinacion
microscopica con antigenos muertos, hemolisis pasiva, ELISA (ensayo de fase s6lida ligado a enzima), reaccion
de fijacion del complemento (RFC), aglutinacidon con latex, IgM dipstick, prueba de microaglutinacion en capsula
(MCAT), prueba de microscopia Darkground (DGM). Aunque por lo general todos los resultados deben ser con-
firmados por MAT (2, 32).

2.3. Diagnéstico molecular.

Se ha detectado DNA leptospiral en materiales clinicos por dot-blot e hibridacion. Se han desarrollado nuevos
métodos de deteccion, tales como la amplificacion de ADN por PCR, con elevada sensibilidad, especificidad y
rapidez. Son pocos los que han sido sometidos a extensa evaluacion clinica, encontrandose una positividad mayor
que en el cultivo. Permiten deteccion réapida, aun antes de la conversién serolégica. Estos métodos permiten dife-
renciar leptospiras patégenas de saprofitas, asi como también identificar el serovar infectante, cuando se combinan
con otros métodos como el analisis con enzimas de restriccion, o secuenciacion directa de amplicones. Pero al ser
un método de diagnostico tan caro se reduce su utilidad, por lo general se utilizan en estudios epidemiolégicos,
atil en centros de referencias especializados (3).

Pagina 4 de 7



Sitio Argentino de Produccién Animal

3. POSIBLE UTILIDAD Y FACTIBILIDAD DE LA IMPLEMENTACION DE LA TECNICA DE HAI
UTILIZANDO EL ANTIGENO SENSIBILIZANTE DE ERITROCITOS (ASE) EN EL DIAGNOSTICO
RAPIDO DE LEPTOSPIROSIS EN LOS ANIMALES

El diagnostico de leptospira en animales se realiza solo en muy marcadas ocasiones cuando se sospecha en un
foco emisor de contaminacion constante hacia el hombre, pero en estos casos los especialistas indican su realiza-
cién porque existen personas infectadas con sintomas clinicos. Esto significa que si el foco estuviera presente y no
hubiera huéspedes susceptibles nadie llamaria la atencidn sobre lo sucedido. Desde el punto de vista de la salud
animal existen pocos reportes detallados de cémo cursa en el animal la infeccion con este microorganismo. Aun-
que es conocido que en muchas ocasiones dicho proceso infeccioso es asintomatico. El desarrollo de técnicas de
alta precision para el diagnostico de Leptospira es bastante costoso, incluso para el diagndstico en las personas,
por lo que estas técnicas se utilizan muy poco o no se utilizan en los animales (33). Algunas técnicas como la HAI
de menor costo pudieran ser un candidato efectivo para este fin.

La técnica HAI para ser efectiva depende de la utilizacion de un buen antigeno sensibilizante. Este antigeno
debe ser lo mas representativo posible en cuanto epitopes inmunolégicos dominantes. De manera que los anti-
cuerpos generados por el sistema inmunolégico del animal reconozcan los epitopes con una alta especificidad y
avidez. Por lo general esta técnica solo puede reconocer hasta el nivel de género pero sin duda alguna esta infor-
macién unida a la informacion clinica y epidemioldgica ha sido de vital importancia para el control de la enferme-
dad en el hombre (7-9). Una estrategia semejante pudiera ser efectiva en animales domésticos y de explotacion, lo
cual tendria como objetivo ademas de la salud del animal el control epidemiolégico de reservorios para el hombre.

En el Instituto Finlay de la Habana se trabaja con un antigeno procedente de la pared celular externa de la es-
pecie Leptospira biflexa patoc I. Esta es utilizada con éxito en el diagndstico de campo de las personas con sinto-
mas clinicos de leptospirosis a lo largo de todo el pais. El uso de este antigeno se basa en las similitudes existentes
entre cepas no patégenas como L biflexa y cepas patdgenas como L interrogans (34). Las cuales comparten an-
tigénicamente varios epitopes asi como la estructura y composicion molecular (35). Por otra parte el uso de cepas
de L biflexa para la obtencién del antigeno elimina el riesgo para el operador que labora en su obtencién y ademas
abarata los costos del producto final debido a las bondades de crecimiento que brinda esta especie en medios arti-
ficiales con respecto a las cepas patégenas (36, 37). La técnica de diagnéstico ha sido muy bien estandarizada y
validada contra las técnicas de oro correspondientes por parte de un grupo de investigadores pertenecientes a un
centro externo de nombrado prestigio como el Instituto Pedro Kouri (IPK) (8).

Basados en esta sustentacion tedrica unida a que la técnica por su factibilidad puede ser realizada por un pro-
fesional veterinario en cualquier lugar sin la presencia de personal altamente calificado ni equipos especializados
su instrumentacion pudiera significar un aporte importante en la lucha contra la leptospirosis. Entre los inconve-
nientes de la misma se encuentran la reactividad positiva por la presencia de especies no patogenas en la especie
animal que se analice. Pero por lo general cuando hay presencia de leptospiras como parte de la microbiota nor-
mal del cuerpo de ese animal cabe esperar que entre el sistema inmune del animal y el microorganismo se haya
establecido un equilibrio cuya polarizacion esté dirigida hacia la tolerancia y aunque pueden existir niveles de
anticuerpos, lo més importante es que no habré sintomas clinicos de dafios. Por el contrario en el caso de una en-
fermedad infecciosa el dafio asociado a elevados titulos de aglutinacion es indicativo de una infeccion por este
microorganismo. El reto a nuestro entender del establecimiento de esta nueva técnica para uso en animales sera
establecer un valor de corte del titulo que sea capaz de discernir entre animales que presenten leptospiras como
parte de su microbiota normal y aquellos animales donde el microorganismo sea un patdgeno independientemente
de la especie de que se trate. Para ello ser& necesario realizar estudios in vivo donde se determinen los niveles de
anticuerpos en ambos grupos de animales para una especie en cuestion, asociados a otras determinaciones clinicas
importantes para discernir entre microbiota normal y asintomatico.

En la figura 1, encontramos los resultados de un estudio comparativo mediante gendémica de 2 especies pa-
togénicas y 1 especie saprofita de Leptospira, donde se identificd 2052 genes comunes entre ellas, este hallazgo
corrobora la teoria de un origen comun entre Leptospiras patégenas y saprofitas (34, 35).

Pagina5de 7



Sitio Argentino de Produccién Animal

L. biflexa

L. borgpetersenii L. interrogans
Figura 1. Estudio comparativo de 2 especies de Leptospiras patégenas y 1 especie de Leptospira saprofita.
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