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l. RESUMEN

La leptospirosis es una enfermedad infecto-contagiosa aguda y febril ocasionada
por diferentes serovariedades patdégenas de espiroquetas del género Leptospira,
gue afecta a una amplia variedad de mamiferos, incluyendo al ser humano, siendo
considerada como una de las enfermedades zoondticas de mayor distribucion a

nivel mundial.

El proposito de este trabajo es determinar la presencia de Leptospira spp en

roedores de cafiaverales en el nor-occidente de Nicaragua.

Se muestrearon 77 roedores de los que se obtuvo suero sanguineo y rifiones para
aislamiento y estudio histopatoldgico, El procesamiento de las muestras de suero
se realiz6 con la técnica de microaglutinacion frente a doce cepas de Leptospira
spp. utilizandose el medio de cultivo EMJH+5Fu para el aislamiento a partir de la

rinones.

Los roedores fueron clasificados segun caracteristicas morfologicas en Sigmodon
hispidus (rata cafiera) 59.74% (46/77) y Rattus rattus (rata negra) 5.19% (4/77) de
los cuales 27 no fueron identificados. En las muestras analizadas se encontro una
seropositividad del 39.77% (35/88), reaccionando contra una o0 mas cepas con los
porcentajes siguientes::el 13.33% (4/30) de la cepa Hebdomadis, 56.66% (17/30)
(Icterohaemorrhagiae-RGA), 6.66% (2/30) (Icterohaemorrhagiae-M20), 3.33 %
(1/30) (Icterohaemorrhagiae- Wijnberg), 3.33% (1/30) (Lousiana), 6.66% (2/30)
(Pomona), 6.66% (2/30) (Sejroe) y 3.33% (1/30) (Patoc) reactores al MAT, el
aislamientos de Leptospira spp se realizaron en tres de los roedores 9.82 % (3/30)
de los cultivos a partir de rifién, siendo Icterohaemorrhagiae el serogrupo al que

reaccionaron con mayor frecuencia 56.66%.



1. INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa bacteriana zoondtica, causada por
leptospira patégenas, que afecta a una amplia variedad de mamiferos, incluyendo
al hombre, siendo considerada como una de las enfermedades una de las
enfermedades mas difundidas a nivel mundial. Se presenta tanto en paises en
desarrollo como industrializados y ha sido asociada a actividades agricolas,
veterinarias, ganaderas, mineras y maniobras militares dado el contacto potencial

con las fuentes de infeccién (1)

Esta enfermedad clinicamente puede presentar curso sobreagudo, agudo o crénico,
es de dificil diagnostico por sus multiples aspectos clinicos que no involucran
necesariamente la ictericia, se manifiesta principalmente en forma subclinica, por lo
gue son mas frecuentes los hallazgos seroldgicos positivos que la manifestacion de
la enfermedad, cuando se presenta, es capaz de ocasionar la muerte por

insuficiencia renal y hepatica (2).

Las condiciones medio ambientales y las practicas de manejo de los animales
influyen en una forma muy marcada en la dinamica de la infeccion; las
investigaciones serolégicas han demostrado que las infecciones por Leptospira Spp
estan ampliamente diseminadas en los paises tropicales y subtropicales siendo los
mas afectados lugares con condiciones climéticas tales como: alta precipitacion,
temperatura, humedad relativa, asi como el pH, estructura y la composicion de suelo

gue favorecen la presentacion de la enfermedad (3).

La leptospirosis es una entidad relacionada con vectores, fundamentalmente los
roedores,(4) numerosos animales silvestres son portadores y vectores de
leptospiras, representando los roedores los principales reservorios para estos
agentes infecciosos que han evolucionado con el huésped, siendo la orina la fuente
mas comun de contagio para el ser humano y por tanto la causa de la aparicion de
enfermedades emergentes o reemergentes, de ahi que sea muy importante el
conocimiento geografico de los nichos ecolégicos de los reservorios en los

cafiaverales (5) otras fuentes de infeccidn son las aguas contaminadas.



Leche cruda, descarga vagina, fetos de animales infectados etc. (6) trasmitiéndola
de manera directa o indirectamente al hombre y a diferentes especies de animales

domeésticos. (7)

En Nicaragua se ha registrado la presencia de cuatro especies de roedores: la Rata
Negra (Rattus Rattus), la Rata Gris (Rattus norvegicus), el Raton Comun (Mus

musculus) y Rata cafiera (Sigmodon hispidus).(8)

Las leptospiras son espiroquetas bacterianas delgadas y helicoidal o que le permite
buena movilidad, son aerobias obligadas, Gram negativas, que miden alrededor de
0,1 um de diametro y 6-20 um de largo, pertenecen a la familia Leptospiraceae,
género Leptospira, las cuales se agrupan en cuatro especies saprofitas y 12
patégenas, que incluyen alrededor de 250 serovares (9), debido a las afecciones
gue produce en el hombre y los animales, asi como su repercusién econémica en
los paises desarrollados y en vias de desarrollo constituye una importante y

permanente preocupacion para la salud publica en general.

La bacteria penetra por la piel, las mucosas o es ingerida al consumir agua y
alimentos contaminados con orina de animales infectados, dirigiéndose por el
torrente sanguineo a todas las partes del cuerpo incluyendo LCR. Los animales
recuperados quedan en estado de portador diseminando la bacteria a través de la
orina durante meses o afos, representando un factor de riesgo y un importante

eslabon en la cadena epidemioldgica de la Leptospirosis humana (10)

Tradicionalmente han sido clasificadas tomando como base a sus determinantes
antigénicos en dos especies, la mayoria de leptospiras patdbgenas se agruparon
dentro del «complejo interrogans» (después L. interrogans sensu lato), las otras se
pusieron en el «complejo biflexa» (después L. biflexa sensu lato) que agrupa a las

saprofitas principalmente.

Esta clasificacion coexiste con la clasificacion seroldgica antigua; debido a problema
en la clasificacion los nuevos aislamientos de Leptospira deben caracterizarse por

pruebas moleculares y serolégicas(11l), esta enfermedad clinicamente puede



presentar curso sobreagudo, agudo o crénico, es de dificil diagndstico por sus
multiples aspectos clinicos que no involucran necesariamente la ictericia, se
manifiesta principalmente en forma subclinica, por lo que son més frecuentes los
hallazgos serologicos positivos que la manifestacion de la enfermedad, cuando
usadas para el diagnostico de la leptospirosis, cada una con su sensibilidad y
especificidad propias. Frecuentemente es necesario usar varias técnicas, ya sea al
mismo tiempo o sucesivamente, para alcanzar un diagndstico confiable. El
inmunoensayo enzimatico o enzimoinmunoandlisis (ELISA) y la prueba de
aglutinacion microscopica (MAT) son los métodos de laboratorio mas cominmente
utilizados; sin embargo, la MAT, desarrollada por Martin & Petit (1918), sigue siendo

el método de referencia (12)

En general los roedores silvestres son importantes reservorios y por ende
diseminadores de la bacteria en el ambiente, es por ello que el objetivo de este
estudio es determinar la presencia de Leptospira spp en roedores de cafiaverales
de la region occidental de Nicaragua.

El objetivo del presente trabajo es estimar la tasa de prevalencia de leptospirosis y
las lesiones en rifidbn de roedores de cafaverales, para tener una vision actualizada
de esta problemética, ya que como esta perfectamente demostrado, es importante
el rol epidemiolégico que juegan los roedores en el mantenimiento y difusion de esta
enfermedad.(13) por lo que es menester recordar que los roedores se comportan
como reservorios de Leptospiras por excelencia, dado que dificilmente sufren la
enfermedad, (14) pero la mantienen en el tiempo acantonados a los agentes
patdgenos en los riflones, y, que ante una situacidn de “stress”, eliminan Leptospiras
en abundancia contaminando el medio ambiente, agua o alimentos que pueden
llegar al hombre y animales domésticos o silvestres, donde se pueden producir las
infecciones a Leptospiras, ya sea por ingestidon, por via percutanea o conjuntival,
por lo que se hace necesario conocer el papel que desempefia la bacteria en estos
reservorios, ya que Nicaragua es un pais endémico para leptospirosis, por ende
realizo este estudio histopatolégico y de aislamiento de Leptospira spp.

Provenientes del occidente del pais en roedores capturados en cafiaverales.



. ANTECEDENTES

La primera descripcion clinica de la Leptospirosis fue realizada por Lacereaux
("Leyons de la pitié") en 1802, Landarouzi describié un caso tipico con ictericia y
hemorragias denominandolo tifus hepatico en 1883, Tres afios después, en 1886,
Mathieu en Francia y Weil en Alemania, describen cuadros agudos febriles con
ictericia y manifestaciones de agresion renal. Goldschimidt en 1887 propuso el
nombre de Enfermedad de Weil, en 1907 Stimson pudo visualizar el microorganismo
en un corte de tejido renal de un paciente fallecido durante una epidemia de fiebre

amarilla. (15)

Fue en 1914 que los japoneses Inada e Ido encuentran una espiroqueta en el higado
de cobayos infectados con sangre de enfermos mineros febriles. En el cobayo
aparecieron fendmenos hemorragicos y es por esta razon que los investigadores

japoneses llamaron al agente encontrado Spirochaeta icterohaemorrhagiae. (16).

En 1917 y 1918 Noguchi estudi6 varias muestras aisladas en diferentes lugares y
propuso la creacion del género leptospira, posteriormente entre 1918 y 1919 en

ecuador y mexico, las ratas fueron descubiertas como reservorio natural.(15)

En Egipto un estudio realizado en roedores y animales domésticos por Samir y
colaboradores en el 2015 encontraron 6.9% (17/270) de roedores y 11.3% (19/168)
de caninos positivos a aislamientos y utilizando la técnica de MAT reportaron 75.9%
(205/270) y 58.3% (98/168) de roedores y caninos reactores, respectivamente.

En Brasil un estudio realizado en roedores y animales domésticos por Martins y
Lilenbeum en el 2013 encontraron por medio de la técnica a MAT presencia de
anticuerpos antileptospira en roedores 36.2% (17/47), en caninos 73.3% (88/120), en
equinos 39.6% (275/695) y en porcinos 66.1% (232/351).



En argentina en el 2001 se reporta un 40.6% de prevalencia de leptospirosis en
ratas intra y peridomiciliares, mediante el aislamiento en 2006 otro estudio reporta

una prevalencia de 30.1% también por aislamiento.(17)

En Colombia en 2002, se reporta 3.3% de roedores seroreactores utilizando la
técnica de MAT, un estudio en Perd en 1999 reporta 16.6% de seroprevalencia en
roedores detectados por MAT.(18)

En Nicaragua en el 2011, Garcia evidencio la presencia de la bacteria en el
71.74%de las muestras a través de aislamiento, El 69.77% de los roedores

resultaron reactores a MAT, de estos 21 fueron positivos a aislamiento. (19)

Ruiz Leiva, realizé Prevalencia de Leptospira spp en roedores capturados en focos
de leptospirosis humana en los departamentos de Chinandega, Ledn y Matagalpa
en el periodo de Septiembre a Noviembre 2011, reporta el 43% de aislamientos

positivos de Leptospira spp.( 20)

En 2013 Barria en un estudio de hallazgos histopatologicos renales y su relacion
con leptospirosis en roedores silvestres de la provincia de Valdivia en Chile describe
que el 84% de las muestras presentaron al menos una lesion renal detectable por

microscopia éptica compatible a leptospira(1)

Cardoza y Gonzalez, 2011, encontraron 55% (11/20) de roedores positivos a
aislamientos y 30% (6/20) de reactores a MAT, en roedores de la especie Mus

musculus capturados en el municipio de Achuapa. (21)

Alvarez y Lépez en el 2015, reportan 59,4% (41/69) de reactores en roedores de
cafaverales pertenecientes a la especie Sigmodon hispidus, de los cuales
realizaron aislamientos de Leptospira spp en 18% (15/83) de los roedores

muestreados. (22)



IV.  JUSTIFICACION

La leptospirosis estda ampliamente distribuida en el pais infectando al hombre,
animales domeésticos y silvestres, por lo que el conocimiento de su situacion actual
es de interés en salud humana y veterinaria produciendo en estos ultimos cuadros
infecciosos, que causan cuantiosas pérdidas en predios agropecuarios, lo que

indudablemente afecta la economia nacional.

En Nicaragua se presenta de caracter endémico, tal y como lo demuestran las
estadisticas de la enfermedad principalmente después de lluvias fuertes e
inundaciones (23). La frecuencia de la leptospirosis es alta en paises cultivadores
de arroz y cafia de azucar. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha cifrado
su prevalencia en humanos entre 4 y 100 casos por 100 000 habitantes en esos
paises y ha descrito un brote en China con una incidencia de 1,300 casos por cada
100 000 habitantes. En octubre de 1995, en Achuapa, Nicaragua, se registraron
2000 casos y 40 defunciones en humanos que presentaban una enfermedad febril
hemorragica; inicialmente se establecié diagnéstico de dengue hemorragico, pero
las pruebas seroldgicas fueron negativas para esta enfermedad y posteriormente se
confirmd el diagnostico de leptospirosis. Igualmente, en el periodo posterior al
huracdn Mitch se registraron 523 casos sospechosos de leptospirosis, con 7
personas muertas por esta causa, lo cual representa una tasa de letalidad de 1,3%.
(24)

Los roedores silvestres son los reservorios mas importantes y por ende los
principales diseminadores de la enfermedad en el ambiente, es por ello que el
objetivo de este estudio es determinar la presencia de Leptospira spp a través de la
técnica de microaglutinacion (MAT) y aislamientos en roedores de cafaverales,
tomando en consideracion que este tipo cultivo propicia el habitad de estos y su

propagacion.



V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Existe circulacion de Leptospira spp y lesiones renales en roedores de cafiaverales
capturados en el nor-occidente del pais en el periodo de estudio de marzo 2015y
Julio 2016 ?



VI. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de Leptospira spp y lesiones renales en roedores de

cafaverales de la regién nor-occidental de Nicaragua.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detectar roedores reactores a Leptospira spp a través de la técnica de
microaglutinacién (MAT)

2. Aislar Leptospira spp en rifiones de roedores.

3. Identificar lesiones histopatolégicas renales de roedores capturados en los

cafaverales.



VIl. MARCO TEORICO

La leptospirosis es una enfermedad bacteriana, ocasionada por especies patdégenas
del género Leptospira, es una zoonosis ampliamente distribuida en el mundo; siendo
muy frecuente en areas rurales y urbanas, en zonas tropicales, subtropicales y en
regiones templadas. En la mayoria de paises en desarrollo, medio millén de casos
son reportados anualmente con una tasa de mortalidad que esta entre 3 y 50%; las
epidemias mas recientes han sido reportadas en Nicaragua, Sri Lanka y Filipinas.
Esta enfermedad afecta a mas de 150 especies animales que se convierten en
fuente primaria de contaminacién para el hombre que generalmente se infecta a
través del agua contaminada con orina emitida por animales portadores. En
animales la enfermedad puede ser asintomatica y en humanos puede cursar con
diferentes cuadros clinicos que pueden ir desde dolor de cabeza, fiebre, escalofrios,
hematuria, hemoglobinuria, meningitis hasta fallas multisistémicas que pueden
causar la muerte. En especies animales de importancia econémica como los
bovinos y porcinos provoca fallas reproductivas que afectan la produccién pecuaria;
sin embargo, en muchos casos los signos clinicos son similares a los causados por

otras enfermedades reproductivas. (25)

Historia

Se describe cronolégicamente los eventos historicos de la enfermedad, desde que
fue presumida por Griesinger en 1853 en Egipto, quien la denomind tifoidea biliosa;
Landouzy, en 1883, describié en dos sujetos trabajadores de los alcantarillados de
Paris una enfermedad que llamé fiebre biliosa o hepatica, al parecer, leptospirosis.
Weil en 1886 describe por primera vez el proceso patolégico de la leptospirosis
ictérica. El agente causal de la enfermedad fue aislado en Japon en 1915 por Inada
e Ido. Noguchi en 1917 lo denomind, por su forma espiral y delgada, leptospira. En
Cuba, en 1868, Navarro Valdés describe una enfermedad similar a la enfermedad de
Weil y la separa de la fiebre amarilla. Martinez y Martinez describen 58 casos con el
cuadro ictérico-hemorragico y la toma renal caracteristicos de la enfermedad. En
1945, Marquez, Soler y Curbelo presentaron el primer caso confirmado con

diagnéstico seroldgico, que pertenecia al serogrupo L. ictero-hemorrhagiae.(26)
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Sinonimias

La Leptospirosis se conocen por otros nombres tales como: enfermedad de Weil (L.
icterohaemorrhagiae); Fiebre de los arrozales (L.bataviae); enfermedad de los
heneficadoras; enfermedad de los porqueros (L.pomona); enfermedad de los
manipuladores de pescados, ictericia enzootica; enfermedad de Stuttgard (L.
canicola en Europa); ictericia hemorragica; ictericia infecciosa; agua roja; fiebre de
los 7 dias (L. hebdomadis en Japdn); fiebre otofial japonesa (L. autumnalis); fiebre
de los ratones; tifus canino; fiebre de cieno, fiebre de los pantanos (L. grippotyphosa
en los tropicos) fiebre del agua; fiebre de los cosechadores; fiebre de los campos,
etc. Todas estas denominaciones han sido utilizadas para describir la enfermedad
producida por leptospiras segun sus caracteristicas epidemioldgicas, clinicas,

territoriales, especies afectadas, estacionalidad, etc. (27)

Etiologia

Las leptospiras son microorganismos aerobios obligados, con una temperatura
Optima de crecimiento entre 28-30°C y capaces de producir catalasa y oxidasa.

Son bacterias muy finas, de 6 a 20 ym de largo y 0,1 a 0,2 um de ancho, pero
cultivos ocasionales pueden contener células mas largas. Son flexibles,
helicoidales, con las extremidades encorvadas en forma de gancho. Poseen dos
filamentos axiales (flagelos periplasmaticos) con inserciones polares que se
localizan en el espacio periplasmatico y son las estructuras responsables de su
motilidad; mientras que las proteinas FlaA y FlaB constituyen la vaina flagelar y el
centro, respectivamente, aunque la microscopia electronica muestra una mutante

FlaB deficiente de endoflagelo y sin motilidad (28).

La estructura de las proteinas flagelares es compleja. Las leptospiras son moviles y
exhiben dos formas distintas de movimiento (traslacion y rotacion). Desde el punto

de vista morfologico, todas las leptospiras son indistinguibles, aunque su morfologia
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en aislamientos individuales varia con el subcultivo in vitro y puede restaurarse
mediante el pase por hamsteres. Las leptospiras tienen una estructura tipica de
doble membrana: la membrana citoplasmatica y la pared celular del peptidoglicano,
ambas asociadas y recubiertas por una membrana externa. Dentro de la membrana
externa, el LPS constituye su antigeno principal, sustancia con una estructura y
propiedades antigénicas semejantes al LPS descrito en las bacterias Gram-
negativas. No obstante, es relativamente no toxigénico en las células o animales,
siendo 12 veces menos letal para los ratones que el LPS de Escherichia coli y es
menos activo en las pruebas estandares para la actividad endotdxica, como la
prueba de pirogenicidad en conejo, letalidad en ratdn, reaccién de Schwartzman y
mitogenicidad de las células B. El lipido A de las leptospiras contiene algunos rasgos
inusuales, que incluyen una unidad de disacarido de glucosamina modificada

(fosforilada y metilada) (28).

Ademas del LPS, proteinas estructurales y funcionales forman parte de la
membrana externa de estos microorganismos. Tres clases de proteinas de
membrana externa (PME) se han identificado: 1) las lipoproteinas, la clase mas
abundante, que comprende LipL32, LipL41, LipL48, LipL36 y LipL21 y Qlp42; 2) la
proteina de transmembrana OmpLl; 3) las proteinas periféricas como LipL45.
También el sistema de secrecion tipo dos (T2SS) que secreta, se localiza en la

membrana externa de las leptospiras y muestra sus propiedades antigénicas.

Crecen en medios simples enriquecidos con vitaminas (B1 y B12, factores de
crecimiento), acidos grasos de cadena larga y sales de amonio. Los acidos grasos
de cadena larga, se utilizan como Unica fuente de carbono y son metabolizados por
B-oxidacién. Para su crecimiento, requieren medios que contengan suero 0O
albumina y entre los mismos, se encuentran los medios liquidos enriquecidos con

suero de conejo: Fletcher, Korthoff, Noguchi y Stuart (28).

Actualmente, el medio mas utilizado es el Tween 80-albumina, también conocido
por las iniciales de sus autores Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH),

compuesto por acido oleico, albumina de suero bovino y polisorbato (Tween).
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Algunas cepas, para su aislamiento inicial, requieren la adicion de piruvato o suero
de conejo. El crecimiento de los contaminantes presentes en las muestras clinicas
se inhibe con la adicién al medio de: 5-fluorouracilo, gentamicina, acido nalidixico o
rifampicina. El crecimiento de estos microorganismos es lento en el aislamiento
primario, debiéndose mantener incubados durante aproximadamente 13 semanas
antes de descartar un cultivo como negativo. A los medios se les puede agregar
agar a bajas concentraciones (0,1-0,2%). En los medios semisolidos, el crecimiento
de las leptospiras alcanza su maxima densidad en una zona discreta bajo la
superficie del medio, zona que llega a ser intensamente turbia con los beneficios de
la incubacién. Este crecimiento se relaciona con la tension Optima de oxigeno y se
le denomina “anillo o disco Dinger”. Los cultivos de las leptospiras se mantienen
mediante subcultivos repetitivos o almacenados en agar semisolido con
hemoglobina. El almacenamiento a largo plazo en nitrégeno liquido también ofrece
buenos resultados y es el método de eleccion para mantener la virulencia de estos
microorganismos. Las leptospiras pueden sobrevivir largo tiempo en el agua o

ambientes humedos, templados y con un pH neutro o ligeramente alcalino (28)

Taxonomiay clasificacion

Las especies de Leptospira se ubican en el orden Spirochaetales, familia
Leptospiraceae y en el género Leptospira. Este género comprende dos especies
fenotipicas: L. interrogans, que agrupa a leptospiras patdgenas, agente causal de
la leptospirosis en el hombre y los animales y L. biflexa, que incluye las saprofitas
de vida libre, microorganismos que se encuentran fundamentalmente en las aguas
superficiales y de forma muy ocasional en aguas marinas (29). A diferencia de L.
interrogans, las cepas de L. biflexa no se asocian con infecciones en los humanos

0 animales, y son avirulentas en los animales de laboratorio. (29)

Por debajo del nivel de especie, tanto L. interrogans como L. biflexa, se clasifican
en serogrupos Yy serovares, atendiendo a sus caracteristicas serolégicas (30). Se

han identificado alrededor de 80 serovares de L. interrogans. Los serogrupos
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contienen los serovares antigénicamente relacionados y se conocen 24 serogrupos
para las cepas patogenas. La lista de los serovares se actualiza periédicamente, y
recientemente se han descrito dos nuevos serovares patdgenos. La identificacion
de los serovares es esencial para el entendimiento de la epidemiologia de esta
enfermedad. Los serogrupos identificados utilizando la prueba de microaglutinacion
(MAT), no tienen un reconocimiento taxonomico oficial, pero sirve para agrupar los

serovares con antigenos comunes.(28)

La clasificacion, el tipaje y la caracterizacion de las cepas mediante anticuerpos
monoclonales (AcM) y las técnicas de biologia molecular, permiten un mayor
conocimiento sobre las relaciones antigénicas y gendmicas entre las cepas de
Leptospira. EI uso de AcM posibilita hacer de forma rapida, mediante
microaglutinacién, la identificacion de las mismas hasta el nivel de serovar. En la
actualidad, ademas de la clasificacion fenotipica, existe la tipificacion genética, sin
existir relacion directa o correspondencia entre ambas (30). La caracterizaciéon
genética mediante la hibridizacion ADN-ADN permite la divisién del género en 20
especies gendmicas diferentes o genomaespecies. Debido a la falta de
correspondencia entre ambas clasificaciones (fenotipica y genética), existen
especies gendmicas que incluyen serovares patdogenos y no patdégenos, asi como
serovares incluidos en mas 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 (30).

En la reunién del Subcomité de Taxonomia de Leptospira del 2007, desarrollada en
Quito, Ecuador, se decide dar el estatus de especies a las genomaespecies 1, 3, 4
y 5, (descritaspreviamente) y resultante en una familia que comprende 13 especies
patbgenas de Leptospira: L. alexanderi, L. alstonii (genomaespecie 1), L.
borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L.
noguchi, L. santarosai, L. terpstrae (genomaespecie 3), L. weilii, L. wolffii, con mas

de 260 serovares. La especie saprofita de
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Leptospira incluye: L. biflexa, L. meyeri, L. yanagawae (genomaespecies 5), L.
kmetyi, L. vanthielii (genomaespecies 4) y L. wolbachii, con mas de 60 serovares
(28).

Cepas de interés clinico en el ser humano

Como se ha mencionado anteriormente L. interrogans y sSus serovares son
patogenas para el ser humano y animales, siendo L. biflexa de vida libre o saprofita.
Los serotipos mas comunes encontrados en la infeccion humana son:
icterohaemoarrhagiae, canicola, pomona, pyrogenes, autumnales, ballum, bataviae,
grippotyphosa, australis, minigeorgia, hebdomadis, y hardjo, esta Ultima
principalmente en personas que estan en contacto con ganado infectado, el serovar

asociado al sindrome de Weil es icterohaemoarrhagiae.

Clasificacion de Leptospira spp.

Especie Serogrupo Serovar Cepa de Referencia

Leptospiras

Patdégenas Australis Australis Ballico
Australis Bratislava Jez Bratislava
Bataviae Bataviae Van Tienen
Canicola Canicola Hond Utrecht IV
Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis

L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA
Icterohaemorrhagiae Copenhageni M20
Icterohaemorrhagiae Lai Lai
Pomona Pomona Pomona
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L. alexanderi

L. fainei

L. inadai

L. kirschneri

L. meyeri
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Genomospecies4 Icterohaemorrhagiae Hualin LT 11-33
Genomospecies5 Semaranga Saopaulo Saopaulo
Saprofitas
Genomospecies3 Holland Holland Was Holland (P438)
L. biflexa Semaranga Patoc Patoc |
L. wolbachii Codice Codice CDC
PYROGENES )
CELLEDONI CANICOLA
e —
JAVANICA SARMIN ICTEROHAEMORRHAGIAE }
& J
PANAMA AUSTRALIS
DJASIMAN LOUISIANA AUTUMNALIS
\\ J/ /
SEJROE MINI HEBDOMADﬂS
-
(
POMONA GRIPPOTYPHOS}\
\
SHERMANI TARASSOVI BATAVIAE ]
&

Reaccion Cruzadas entre algunos Serogrupos (27)

Importancia econOomica y sanitaria

La Leptospirosis considerada la epizoodemia mas difundida en el mundo, tiene tanto

importancia econémica como sanitaria. La repercusion econémica mas importante
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en la explotacion, es el fallo reproductivo, secuela crénica de la enfermedad en las
reproductoras, que causa mortinatos, abortos o nacimientos de animales débiles,
disminucién de la fertilidad. Resulta dificil estimar las pérdidas por este concepto en
gran parte por las dificultades inherentes al diagnostico de la enfermedad. También
puede ser considerada importante la pérdida econémica asociada al “Sindrome de
caida de la leche” o agalactia producida por estos microorganismos. A estas
pérdidas, habria que afiadir las originadas por desecho temprano y por aumento en
la tasa de eliminacién de animales por causas reproductivas. La Leptospirosis es
una zoonosis, por los efectos sobre la produccion animal, se le aflade un importante
aspecto sanitario donde en el ser humano estd considerada una infeccion
accidental. Algunas précticas laborales como los mineros, ganaderos, agricultores,
deportistas acuéaticos, trabajadores en mataderos, veterinarios etc. Asi como ciertas
actividades recreativas que implican contacto con aguas posiblemente
contaminados de Leptospiras pueden provocar enfermedad en ellos. Ademas del
riesgo sanitario, hay que tener en cuenta la vertiente econdmica derivada de los
gastos originados por el cuidado médico de los pacientes, bajas laborales, pérdida
de productividad y capacidad de trabajo, vigilancia y control de los lugares de
trabajo, ropas especiales de proteccién, seguros médicos para el personal en

riesgo, evaluaciéon de vacuna, etc. (27)

Epidemiologia

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica de potencial epidémico,
principalmente después de fuertes lluvias. Ocurre en todo el mundo y esta
emergiendo como un problema de salud publica, en paises tropicales vy

subtropicales, afectando mas a las poblaciones vulnerables (31).

La frecuencia es alta en paises donde se cultiva arroz, ya que por lo general esta
actividad se lleva a cabo en terrenos inundables, de manera que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha cifrado su prevalencia en humanos entre cinco y diez

casos por cada 100,000 habitantes. La leptospirosis afecta a cualquier mamifero
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que puede infectarse por cualquier serovar; pero en realidad, solo algunos
serovares pueden ser considerados como endémicos en una region. A nivel
internacional, los paises endémicos son Espafia, Barbados, Holanda, Francia,
Rusia, Perl, Argentina, Chile, Canada, Eslovaquia, Escocia, Pakistan, Tailandia,
Nigeria, Costa Rica, Alemania, Dinamarca, Italia, Cuba, Australia, Zaire,

Yugoslavia, Irlanda del Norte, Bangladesh, Japdn, Venezuela, Brasil, China, India,
Puerto Rico y casos aislados en EUA . En este sentido, serovares como Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Canicola y Grippotyphosa se consideran de distribucion
mundial. La presencia de uno u otras serovariedades, dependen de la existencia de
mamiferos silvestres en la region. Los animales silvestres son portadores de
leptospiras; sin embargo, los roedores son los principales reservorios para estos
agentes infecciosos que han evolucionado con el hospedero, adaptandose incluso,
a algunas especies de la fauna silvestre que no sufren la enfermedad ni mueren por
la infeccion, por lo que se vuelven importantes reservorios de este patdégeno para
casi toda la vida. En consecuencia, se transforman en fuentes de infeccién para la
especie humana y también para animales domésticos, por lo que en ocasiones son

la causa de la aparicion de enfermedades emergentes o bien reemergentes (32).

Vias de transmision

Las principales vias de transmision se clasifican en: Directa e Indirecta.
Horizontal directa: esta forma de transmision es la mas frecuente en los casos de

serovares adoptados como hardjo.

Contacto directo: esta via es la mas estudiada ademas de tener diversas formas.
La forma venérea fue tomada en consideracion después que fue demostrada la
presencia de Leptospira el en semen de un toro. Se considera como la fundamental
en algunas especies cuyos habitats se encuentran en areas de condiciones
climaticas favorables o de densidad poblacional desfavorables para la transmision

de la enfermedad de otra manera como ocurre con la musarafia comuin en zonas
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de Polonia o Rusia, donde se han observado varias epizootias de en estos
animales; asociadas a las épocas mas secas del afio, que por lo general, coincide

con la época de la reproduccion (27).

Nucleos goticulares: tienen importancia ya que las gotas de orina dispersan a
varios metros del animal que orina, pudiendo penetrar Leptospira procedentes de

animales con leptospiruria, tanto por inhalacion como por via conjuntival (27).

Horizontal indirecto

Esta desempefia un papel fundamental en las infecciones accidentales ya que se
produce tras la exposicidbn al ambiente contaminado con material infectante
Fomites: el agua, alimentos, pastos y suelos contaminados pueden facilitar el
contacto entre el animal - humano y el agente. La forma importante y mas frecuente
para la infeccién humana y animal es el contacto de la piel o las mucosas con aguas
o barro contaminados con orina y el contacto con 6rganos de animales enfermos en
el matadero (Terry y col., 2000). Los pastos contaminados juegan un papel

importante para la transmision intra e interespecie.

Vectores: diversos autores han evaluado la hip6tesis de que los artropodos podrian

jugar un papel relevante en la transmision mecanica del agente (27).

Vertical

Transplacentaria: el agente puede atravesar la placenta durante el periodo de
leptospiremia, tal y como se ha demostrado tanto en el ganado bovino, el cerdo y
en el ser humano. Un caso especial seria la posibilidad de la infeccion del feto en el
momento del parto, si esto no ha ocurrido anteriormente durante la gestacion (27).
Galactoéfora: puesto que la infeccion por L. hardjo y L. pomona pueden producir una
mastitis clinica, los microorganismos presentes en la glandula mamaria podrian ser

excretada con la leche e infectar al ternero por via oral (27).
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Fuentes de infeccién

La principal fuente de contagio para el hombre constituye, la orina de animales
enfermos, reservorios naturales asi como el contacto directo con estos animales.
También las aguas contaminadas, leche cruda, descarga vaginal, feto de animales
infectados y fetos abortos etc. Siendo considerada como enfermedad profesional.
La infeccion en granjeros, veterinarios, trabajadores de mataderos, médicos de
inspeccién de carne, trabajadores de control de roedores .Ocupaciones que
requieren contactos con animales. El contacto directo y/o indirecto es importante
para alcantarillados, mineros, soldados, trabajadores de higiene y de pesca (Gill et
al, 1985; Robertson et al., 1981), trabajadores de ferias de animales y de canal,
arroceros, trabajadores de platanales y cortadores de cafia de azucar. Para los
animales, constituye la orina de animales infectados, asintomaticos y portadores;
también el agua, leche, forrajes, pastos, tejidos de animales, descargas posparto,
saliva, semen, instrumentos quirdrgicos asi como vectores siendo los roedores

(ratas y ratones) los mas importantes por su condicion de reservorio natural (27).

Agua: Para que ocurra la infeccién en el medio, las Leptospiras necesitan una
supervivencia en este medio primero, la cual tiene una vinculacion tremenda con la
humedad relativa alta y la temperatura a su punto éptimo en el lugar de aparicion.
La temperatura del agua tiene un efecto benefioso, ya sea baja o alta. Las bajas
disminuyen la multiplicacion de los microorganismos, pero el tiempo de
supervivencia aumenta y las altas temperaturas favorecen la multiplicacién, pero
con menos tiempo de supervivencia. Esto permite que las Leptospiras puedan
sobrevivir y mantener sus capacidades infectantes en el agua durante 22 dias y en
el barro 5 — 6 dias. Como las infecciones por este agente ocurren principalmente en
zonas con abundante cantidad de agua; en areas pantanosas o de campo anegado,
los brotes son frecuentan en épocas de lluvia y en climas templados . A pesar de
todo esto, no todas las aguas son favorables para la supervivencia de las

Leptospiras, ya que éstas también se ve afectados por el pH y la salinidad (27).
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Orina: Muchas infecciones en ultima instancia se deben a la contaminacion con la
orina de los animales enfermos, portadores o reservorios; siendo el pH el factor
determinante de la supervivencia de las Leptospiras en la orina. Ellas no pueden
sobrevivir en pH &cido, por eso, algunos autores plantean que la orina del hombre
y la de los ratones y ratas no son fuentes de excelencia para la infeccion al no ser
gue sean diluidas por agua. La orina de los bovinos se considera como la de mayor
excelencia para una fuente de infeccion ya que su orina es de pH alcalino lo que
favorece la supervivencia del germen y en 1 ml de orina puede contener hasta

100 millones de microorganismos de Leptospira. Ademas, la orina de muchos
animales presenta aglutininas y lisinas especificas, cuya presencia causan una

disminucién en el tiempo y del nimero de microorganismos.

Leche: Los animales infectados, muchos eliminan Leptospiras a través de la leche
debido a la presencia de sustancias antimicrobianas, la supervivencia en la leche
cruda es muy corta. La infeccion humana por el consumo de la leche cruda de
animales infectados y/o convalecientes hasta tres dias después del ordefio ha sido
notificada (27).

Tejido animal: El tiempo de supervivencia de las Leptospiras en los tejidos es
dependiente del pH postmortem y el efecto antagénico que supone la contaminacion
con otras bacterias. Lo que avala la capacidad infectante de los tejidos del animal

principalmente en los mataderos y al parto.

Descargas posparto: se demostrd que las descargas posabortos pueden mantener
sus capacidades infectantes pasado 8 dias de éste, mientras Ellis, (1983); Prescott,
(1993); Ellis, (1994); Guijarro y Calvo, (1999) diagnosticaron la posibilidad de

infeccion por contacto con las descargas uterinas posparto y pos- abortos (27).

Saliva: Desde que fue comprobada la infeccién en el humano tras mordeduras de
animales como la rata o el perro, la saliva ha sido considerada como posible fuente
de infeccidon. También se sospecha los lamidos de los perros a los nifios, con la

lengua contamida mecanicamente, podria ser una forma mas (27).
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Aves: Desde que en algunas zonas de Espafa y Francia ocurrieron brotes de
Leptospira en humanos en los afios 50 del siglo XX del, serovar ballum y con la
coincidencia de que ciertas aves cuya ruta migratoria afectaba tanto al Delta del
Ebro en Espafia, como al Delta de Rédano en Francia, dio lugar para que algunos
cientificos las consideren como posible fuente de. Por la posibilidad de que estas
aves consumieran ratones infectados y probablemente, se convirtieran ellas mismas

en vectores mediante la eliminacion de las Leptospiras en sus fluidos.

Algunos han considerado que podria ser las garrapatas que funcionaron como

posible transmisores hacia los lugar (27). Factores Asociados a lainfeccién
Dependientes del Agente etioldgico

Resistencia a factores medioambientales Depende de la temperatura, Ph neutro o

ligeramente alcalino, humedad (32).

Capacidad infectante

La capacidad infectante y la patogenicidad depende del serogrupo o serovar (24).
Dependientes del huésped

Estado inmunitario: El huésped es refractario a la reinfeccién aunque los anticuerpos
hayan disminuido, y el aumento en orina de las inmunoglobulinas IgA e 1gG hacen

gue disminuya la cantidad de leptospiras que se eliminan en ella (32).

Edad: Los estudios realizados por Ellis y Michna, (1976) revelaron un 40 % de
seropositividad con anticuerpos leptospirales en terneros hasta un afio de edad y
72 % en los adultos hasta tres afios de edad, donde ésta ha sido relacionada con el
estado de portador renal en la Ultima; mientras los animales pequefios se

caracterizan por eliminar mayor cantidad de leptospiras en su orina (32).

Gestacion: el aborto por leptospirosis se produce principalmente en los ultimos

estadios de la gestacién entre los 6 y 9 meses (32).
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Dependientes del ambiente

Alimentacion: En los animales alimentados con ensilaje de grano como suplemento,
provoca pH acido, reflejando en la orina, eliminacion de poca cantidad de leptospira
(32).

Infecciones recurrentes: Ha quedado demostrado que después de una infeccidon
cualquiera, aumenta la receptividad de estos animales en contraer leptospirosis
(32).

Aptitud y manejo: Dependiendo de la separacién temprana de animales de sus

madres o por el hacinamiento (32).
Especies susceptibles

Las especies de mayor importancia econémica son bovinos, equinos, porcinos,
ovinos y caprinos; también afecta en mayor o menor grado a otros animales
domésticos y silvestres como perros, gatos, venados, nutrias, mapaches,
zariglleyas, musarafias, canguros, murciélagos, peces, reptiles, ranas, conejos,
zorros, erizos, ratas y ratones, entre otros. La presencia de Leptospiras en fauna
silvestre ha sido registrada a través de los afios y se considera que casi cualquier
especie de mamifero, tanto terrestre como acuatico puede ser un reservorio del
microorganismo. No obstante, la documentacién de la signologia de leptospirosis es

rara en fauna silvestre (31).
Hospedero de mantenimiento:

Es aquel que asegura la perpetuacion de una poblacién determinada de parasitos
sensus lato, sin la intervencion de ningun hospedero accidental. Por lo tanto, la
poblacion de mantenimiento serd aquella especie animal que actia como un
reservorio continuo de un serovar, en un ecosistema determinado (25). Una o varias
especies de mamiferos domésticos o salvajes actian de hospederos de
mantenimiento de cada serovar o serogrupo de Leptospira patdégena, donde una

especie animal puede ser reservorio de varios serovares y diferentes especies
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animales serlo de un mismo serovar. La complejidad de la epidemiologia de la
Leptospirosis es basada sobre el gran numero de especies de diversas familias de
mamiferos (roedores, carnivoros, marsupiales, etc.), que tienen la capacidad de
mantener una amplia variedad de serovares (26). Los hospederos de mantenimiento

se caracterizan por los siguientes elementos:

» Gran receptividad a la infeccion por el serovar frente al que mantiene como

hospedaderos ( dosis infectiva es menor)

* Relativa baja patogenicidad del microorganismo en el hospedero. * Presencia de

infeccion renal con leptospiruria prolongada.

* Infeccién crénica

» Transmision eficaz de la infeccién a los animales de la misma especie por contacto

directo.

* En algunos hospederos, se mantiene la Leptospira en el tracto genital. La
transmision de la infeccion entre hospederos de mantenimiento se realiza
independientemente de las condiciones climaticas y ambientales. Sin embargo, en
el caso de la transmision entre hospederos de mantenimiento y accidental o entre
accidentales hace necesario la supervivencia del agente en el medio ambiente

para poder efectuar la infeccién (27).
Caracteristicas morfologicas de algunos hospedadores de mantenimiento
Sigmodon hispidus

Las ratas de esta especie son de talla mediana, cola fuerte y escamosa, pelo aspero
de color grisaceo a negruzco en el dorso, con pelos amarillentos intercalados y en
la parte ventral su pelaje es blanquecino a gris oscuro. Longitud de una rata adulta
es de aproximadamente 204 a 380 mm, el largo de su cola es de 81 a 166 mm, la
longitud de su pata trasera es de 25 a 41 mm. Sus habitos son diurnos y nocturnos

durante todo el afio. Construye caminos superficiales, es buena nadadora, solitaria
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y solo en épocas de reproduccion se les encuentra en parejas, formando grandes
colonias dominadas por un macho. Su ambito hogarefio tiene probablemente un
radio aproximado de 30 m. Su habitat es pastizales y areas cultivadas, cerca de
zonas con depoésitos de agua, rios, lagunas y canales de riego. Se alimentan de
tallos de plantas suculentas, semillas, hierbas, insectos, carrofia y huevos de aves.
Se reproducen todo el afio, son poliestros y muy fecundos. Su periodo de gestacion
es de aproximadamente 21 dias, con tamafos de camadas de 1 a 12 crias. Los
neonatos nacen con pelo, son modviles y con piel ligera, abren los ojos
aproximadamente a las 18 a 36 horas después del nacimiento, se destetan a los 10

a 15 dias, son precoces ya que maduran sexualmente a los 40 dias (35).
Rattus norvegicus

Denominada también rata comun, parda, de agua o de Noruega (Figura 1.3). Esta
especie se distribuye en zonas templadas, subtropicales y tropicales de los 5
continentes. Es la més grande de las ratas. Un animal adulto mide entre 34 y 47cm
de largo, incluyendo la cola, y pesa aproximadamente entre 300 a mas de 400gr.
Es de color pardo leonado, variando a veces a gris oscuro o pardo rojizo, con el
vientre grisaceo o blanco amarillento. Su pelaje es corto, aspero y tieso, pero no tan
rigido como el de la rata negra. Las orejas son relativamente pequefias,
redondeadas, peludas y pegadas a la cabeza. La cola es igual o mas corta que la
cabeza mas el cuerpo, oscura por arriba y clara por debajo presentando un anillado
poco marcado. Los ojos son pequefios y el hocico es chato. Es un roedor que
prefiere los lugares hiumedos y/o cercanos al agua. Por ello habita en las costas de
los rios y arroyos, en los sistemas de desaguies, en las cloacas. Como es un buen
nadador, le es facil desplazarse en el agua. Cava muy bien, pero es un mal trepador.
Habita preferentemente fuera de las viviendas, en madrigueras que construye cerca
de alcantarillas y desaglies, 0 que excava en el suelo. Estas excavaciones
constituyen un sistema de galerias de varias bocas, en el fondo del cual instala el
nido. Son animales nocturnos y omnivoros. Sus excrementos son cilindricos y miden
hasta 20mm. Una rata joven puede pasar a través de un orificio de 25mm de
diametro (36).
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Rattus rattus

Denominada también rata negra o rata de los tejados. Se distribuye en zonas
templadas, subtropicales y tropicales de los 5 continentes. Un animal adulto mide
mas de 30cm y hasta 45cm de largo con la cola incluida. Pesa de 120 a 350gr. Su
pelaje, mas liso y suave que el de R.norvegicus, varia entre el gris claro y el gris
oscuro, siendo casi negro en la cabeza y el lomo. El pelaje del vientre es de color
blanco. Las orejas son grandes, sobresalientes y practicamente carecen de pelo. La
cola, uniformemente oscura y de anillado muy marcado, es mas larga que el cuerpo
mas la cabeza. Los 0jos son grandes y prominentes y el hocico es puntiagudo. Es
un roedor que habita en las cercanias de las viviendas o dentro de ellas. Se lo
encuentra preferentemente en los sistemas de desagues y de cloacas, en los
basurales, en lugares donde se almacenan viveres, en las paredes y techos de las
casas, en huecos de arboles. Es un animal de activa vida nocturna. Hace sus nidos
en lugares poco accesibles (paredes, techos, sotanos, desvanes, arboles, plantas
trepadoras) y los confecciona con restos de cualquier material, tales como trapos,
hilos, pajas, aserrin de madera. Rara vez hace sus madrigueras en la tierra, pero
cuando esto ocurre construye un nido central con galerias de acceso de 5 a 6 cm
de diametro, cuyas bocas disimula con restos vegetales y tierra. Es muy buen
trepador y muy &gil (es capaz de saltar hasta mas de 80cm de altura). Son animales
omnivoros. Sus excrementos son fusiformes y miden hasta 12mm. Un animal joven

puede atravesar orificios menores de 25mm de didmetro (36).
Mus domesticus

Denominado comunmente raton doméstico, raton comun o laucha casera. La
distribucion de esta especie comprende América, Africa y Australia. Es un roedor
relativamente pequefio. La longitud de un animal adulto, incluyendo la cola, es de
unos 13 a 19cm. Pesa entre 15y 20gr. Su pelaje, corto, suave y lustroso, es de color
pardo claro a pardo grisaceo oscuro, con la regidén ventral mas clara. La cabeza es
alargada, con orejas grandes y redondas. La cola es mas larga que el cuerpo mas

la cabeza y es uniformemente oscura, poco peluda y con anillos bien marcados. Los
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0jos son pequeiios. El hocico es puntiagudo. Es un roedor que habita dentro de las
casas 0 en sus inmediaciones, pero con frecuencia, también invade los campos
cultivados. Su coloracion puede ser diferente entre los que habitan en las viviendas
y los que se encuentran en habitats silvestres. Es eminentemente terrestre, buen
corredor y trepa con facilidad. Anida en galerias poco profundas que cava en el
suelo o bajo pisos de madera, asi como también en tabiques o paredes de material.
Su nido es tosco y poco prolijo, y lo prepara con trozos de tela, papeles y otros
desperdicios, que dispone conformando una especie de bola hueca en cuyo interior
pare sus crias. Son nocturnos. Su régimen alimentario es omnivoro y son muy

resistentes a la falta de agua.(37)
Mus musculus

El raton casero es una especie de roedor pequefia, que no rebasa los 21 cm de
largo total y se caracteriza por poseer una cola aparentemente desnuda, pero con
vellosidades finas. El color puede variar mucho, desde el gris claro hasta el café o
negro y combinaciones de los anteriores. Generalmente es café claro o negro en
las partes superiores del cuerpo y claro o blanco ventralmente; la cola es mas clara
por debajo. Las formas comensales tienden a tener cola mas larga y pelaje mas
oscuro que las formas salvajes. Los pies posteriores son en general angostos y los
dedos externos tienden a ser mas cortos. Las hembras tienen 10 o 12 mamas. Al
igual que el resto de los roedores, posee cuatro incisivos, dos superiores y dos
inferiores, carece de caninos y premolares anteriores, lo que ocasiona que haya un
espacio vacio. Sus incisivos tienen una muesca y crecen durante toda su vida a
partir de la base, que va sustituyendo la porcion desgastada por la actividad de
cortar y roer materiales duros. La parte exterior del diente es mas dura y carece de

nervio, salvo en la base (38).
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Hospederos accidentales

Cualquier mamifero puede ser, potencialmente, hospedero accidental de las
Leptospiras. Las caracteristicas de mayor importancia de un hospedero accidental

durante la infeccidn de leptospira son:

* La transmision es intraespecie y esporadica

* Signos de forma aguda grave (hepatitis, crisis hemolitica)

* Duracion de la leptospiruria es apenas semanas

* Muestra para el diagnéstico es el animal enfermo

* Bajo porcentaje de animales seropositivos (27)

Reservorios tipicos y serovares de Leptospira spp.

Reservorio Serovar(s)

Cerdo Pomona, Tarassovi

Vacuno Hardjo, Pomona, Grippotyphosa

Caballo Bratislava

Perro Canicola

Oveja Hardjo

Rata Icterohaemorrhagiae, Copenhageni
Ratoén Ballum, Arborea, Bim

Marsupiales Grippotyphosa

Murciélago Cynopterti, Wolffi
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Patogénesis e inmunidad

Las leptospiras penetran en el organismo animal mediante la ingestion de alimentos
0 agua contaminados; o a través de las membranas mucosas orales, nasales, del
pene y especialmente la conjuntival y vaginal; o a través de piel lesionada o
reblandecida por el agua teniendo un periodo de incubacion promedio de 12 dias.
Las bacterias se difunden, invaden y via linfatica llegan al torrente sanguineo,
multiplicAndose y circulando en la sangre, provocando leptospiremia por al menos
7 dias. Esta invasion bacteriana produce pirexia, eliminacion de leptospiras en la
leche, anorexia, dafio funcional de algunos 6rganos en especial 6rganos de filtracion
como el higado, rifién y pulmén; sin embargo, abarca 6érganos como el bazo cerebro,
globo ocular y placenta, especialmente en animales jovenes. La respuesta humoral
es una de las principales respuestas del cuerpo contra la Leptospira; y tiene gran
utilidad para establecer un diagndstico en el caso de la infeccion por serovariedades
no adaptadas. El aumento de IgM es la respuesta serologica inicial y ésta es
detectada a los pocos dias de la infeccion, luego desciende progresivamente hasta
niveles indetectables. Las IgM retardan proliferacion de las espiroquetas, pero no
las destruyen, entre la tercera y cuarta semana alcanzan su pico maximo. Es posible
encontrar leptospiras que persistan en érganos como la camara anterior del ojo, las
meninges, Yy en el rifidn ya que las leptospiras muestran tropismo por células de los
endotelios vasculares y especialmente por epitelios de los tubulos renales, ademas
de ser facilitada por la produccion de ureasa proveniente de estas bacterias. Los
anticuerpos tienen poco acceso a estas zonas, ademas, pueden invadir tramos del
tracto genital, y en el caso de un Gtero gravido, pueden provocar abortos. Los niveles
de citoquinas y factor de necrosis tumoral (TNF-a) estan elevados en la leptospirosis
severa y en fases agudas de la enfermedad el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-

a) se eleva y esta asociado a la severidad de la enfermedad (39).

30



Mecanismos celulares y moleculares de la patogénesis en la leptospirosis

Las leptospiras son espiroquetas que presentan una gran movilidad, lo que les
permite un rapido desplazamiento. Poseen diversa enzimas como hemolisinas,
esfingomielinasa, fosfolipasa y hemaglutininas las que facilitarian su ingreso al

hospedero. Son mas facilmente fagocitadas al ser opsonizadas por IgG especificas.

Se ha demostrado que el lipopolisacarido (LPS) de las leptospiras patdgenas, activa
los macrofagos, linfocitos B y en menor medida a linfocitos T y células NK. Se ha
observado una disminucion transitoria de los linfocitos T CD4+ asi como una
expansién policional de los linfocitos B, lo que sugiere una causa autoinmune por
mimetismo molecular. En animales de laboratorio, los cambios morfoloégicos en
rifones y en pulmones inducidos por variedades patdgenas de leptospiras, son mas
severos en sujetos depletados de linfocitos T CD4+ y CD8+, lo que sugiere un papel

protector importante de los mecanismos inmunoldgicos dependientes de células.

Los macrofagos estimulados producen interleucina 1 e interferon y tienen una mayor
actividad bactericida, medida por la prueba del NBT y la quimioluminiscencia.
Masuzawa et al demostraron que el LPS era el componente inmunodominante. No
obstante, se ha establecido, in vitro, que el LPS de las leptospiras es menos activo

bioldgicamente que el de algunas enterobacterias

Se ha demostrado la produccion de factor de necrosis tumoral en pacientes con
leptospirosis y se ha asociado a la reaccion de Jarisch-Herxheimer, pero
principalmente se ha relacionado la presencia de este factor con la severidad y con

la mortalidad de la enfermedad.

L. interrogans muestra in vitro la capacidad de adherirse a la membrana y de
penetrar al citoplasma de células eucaribticas, lo que puede ser inhibido por
proteasas, suero inmune de conejo y por el calor, lo que demuestra la capacidad
invasora de las leptospiras patdgenas. L. biflexa no muestra capacidad invasora in

vitro.
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En algunos pacientes con leptospirosis severa se ha logrado identificar altas
concentraciones de anticuerpos anticardiolipina de la clase Ig G. Esto sugiere que
la leptospira podria ocasionar una lesion endotelial, con la exposicion de antigenos
“cripticos" o con la produccion de cambios conformacionales en los fosfolipidos por

accion de fosfolipasas propias (40).

Younes-ibrahim et al demostraron en animales de laboratorio que una fraccion
glicoproteica de L.interrogans (endotoxina) exhibe una potente actividad inhibitorio
sobre la Na-KATPasa renal. Los autores especulan que si esto se lograse demostrar
para otras Na-K-ATPasas en humanos, podriamos estar en la presencia del primer
evento fisiopatologico en la leptospirosis que explicaria alteraciones tales como la

insuficiencia renal y los cambios en el funcionamiento hepatico (41).

Se ha sefialado en los cultivos de leptospiras patdgenas, la produccién de
citotoxinas y enzimas como hemolisinas, fosfolipasas, catalasas, hialuronidasas,
colagenasas. Varios investigadores consideran a las hemolisinas como el factor de
virulencia mas potente dentro de las toxinas producidas por L. interrogans. Hasta
hace algunos afios se pensaba que la hemdlisis producida por las cepas de
leptospira era el resultado de la actividad de las enzimas fosfolipasas. La actividad
fosfolipasa ha sido demostrada tanto en cepas saprofitas (L. biflexa) como
patdgenas (L. interrogans), pero sélo entre las cepas patdgenas ha sido probada la

actividad esfingomielinasa (28).

Otros estudios, empleando técnicas de biologia molecular, han identificado al
menos dos importantes hemolisinas en cepas de L. interrogans, con una marcada
actividad hemolitica y citotdxica: la hemolisina SphA descrita en la especie
gendmica L. borgpetersenii, con actividad fosfolipasa y esfingomielinasa y la
hemolisina SphH descrita en el serovar Lai, que carece de actividad fosfolipasa pero
muestra actividad citotoxica sobre los eritrocitos y varias células de mamiferos, al
parecer, mediante un mecanismo de formacion de poros en la membrana de la
célula diana. Los genes que codifican para la nueva hemolisina SphH, formadora

de poros, han sido descritos en las cepas de L. interrogans pero no en L. biflexa. La
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importancia en la patogénesis de esta otra esfingomielinasa Sph no esta
determinada. Sin embargo, la reciente disponibilidad de la secuencia del genoma
de las leptospiras patdgenas y saprofitas unida al desarrollo de los sistemas de
mutagénesis permiten investigaciones mas detalladas, y han definido
genéticamente los mecanismos celulares y moleculares de la patogénesis en la
leptospirosis. Por ejemplo, la ausencia de genes de esfingomielinasa en L. biflexa,
explica el papel de estas enzimas en la patogénesis. El primer factor de virulencia
genéticamente definido en las leptospiras fue la lipoproteina de superficie Loa22
con dominio OmpA. Un mutante del transposoma de Loa22 se atenud tanto en
hamsteres como en curieles para la leptospirosis aguda. La funcion de Loa22 se
desconoce y es notable que un homdlogo de éste se encuentre en L. biflexa.
Recientemente, el gen hemO, que codifica una hemo-oxigenasa esta involucrado
en la virulencia en hamsteres, pero no es esencial para ésta. Un juego de seis
proteinas de la superficie, denominadas LenA, hasta LenF, estructural y
funcionalmente similar a la endostatina de los mamiferos, se une al factor H
regulador del complemento. Es interesante conocer que estas proteinas, excepto
LenA, también se unen a la fibronectina. La proteina principal de superficie, LipL32,
se ha visto también enlazada a la laminina del hospedero, como al coldgeno y a la
fibronectina. LipL32 es Unica y muy conservada en las leptospiras patdgenas. Es
por consiguiente, notable que no esté envuelta ni en la leptospirosis aguda en
hamster ni en la colonizacion de los rifiones de la rata. Un hallazgo similar parece
aplicar para las proteinas Lig expuestas en la superficie; ellas sélo estan presentes
en las especies patdgenas y su expresion se pierde en los subcultivos, con la
consiguiente pérdida de la virulencia. Tanto LigA como LigB enlazan la fibronectina,
y su expresion es regulada bajo condiciones de osmolaridad fisioldgica. Sin
embargo, la inactivacion de LigB no afecta la virulencia en hamsteres. Los
resultados de los estudios anteriores indican un alto grado de redundancia de
proteinas de leptospiras involucradas en la adherencia, supervivencia in vivo y la
colonizacion renal, sugiriendo que sera dificil identificar y definir los factores de
virulencia con la simple inactivaciéon del gen. Otro factor de considerable importancia

en la interaccion patdgeno-hospedero, para el caso de Leptospira, es la baja
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densidad de proteinas de transmembrana en la membrana externa de este
microorganismo, lo cual puede constituir un mecanismo de evasion de la respuesta

inmune que permite la persistencia del patégeno en el hospedero (28).

Patologia renal en la leptospirosis.

El cuadro renal es predominante en la leptospirosis y hasta hace poco tiempo la
causa principal de la mortalidad. Las lesiones anatomopatolégicas basicas son la
necrosis tubular aguda y la nefritis intersticial a veces con la presencia del

microorganismo en el parénquima.

La necropsia demuestra rifiones aumentados de volumen, superficie externa lisa y
al corte se evidencia la cortical muy gruesa con intensa impregnacion biliar, limites
precisos, médula congestiva, con estrias hemorragicas y en algunos casos es

posible observar petequias en la pelvis y sangre en la luz uretral.

La histologia revela una combinacion de nefritis intersticial focal y necrosis tubular
aguda, también focal, los glomérulos presentan moderada hipercelularidad a
predominio de las células axiales y en algunos espacios urinarios se observan
depdsitos hialinos reticulados, interpretados como de origen proteico, la nefritis
intersticial esta representada por acumulos de mononucleares, particularmente
linfécitos, histiocitos y eosindfilos, acompafiados de intenso edema y vasodilatacion

con congestion y tumefaccién endotelial.

La necrosis tubular esta representada por grupos de tubulos principalmente distales,
dilatados y revestidos por células epiteliales bajas y de citoplasma basofilico.; En la
luz aveces se observan cilindros hialinos, la biopsia renal en la leptospirosis humana
demostra esencialmente los mismos hallazgos pero en menor intensidad, de la
misma manera que en el higado, hay antigenos con aspecto de filamentos
alargados y pueden ser demostrados por técnicas de inmunohistoquimica en el
intersticio renal, tanto en la cortical como en la medular, pero sobretodo en el limite
cortico - medular, donde la dilataciéon de los vasos y la nefritis intersticial son

particularmente prominentes.
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Varios estudios experimentales han demostrado las principales alteraciones en el
organo, para algunos investigadores la nefritis intersticial representa la lesion mas
precoz, tal vez la principal, esta lesion expresaria la reaccién del rifion a las
leptospiras o sus productos. Para otros el dafio tubular es el gran responsable por

la insuficiencia renal aguda.

Algunos estudios Clinicopatologicos demostraron una limitada correlacion entre la
extension de la necrosis tubular y la intensidad de la insuficiencia renal, se sefiala
que habria una accién simultdnea de la leptospira sobre la microcirculacion renal y
los tubulos debido a que no hay evidencias morfolégicas de precedencia de las

lesiones vasculares sobre las tubulares (15).

Sintomatologia

El periodo de incubacién es generalmente de 2 — 30 dias. Los sintomas son muy
variables en dependencia de la especie, el serovar, virulencia del germen y el estado

inmunitario del hospedador.

Humano: Se puede presentar como una leve infeccién, un cuadro anictérico (90 —

95% de los casos) o de forma ictérica (5 — 10% de los casos).

Anictérica: Se presenta de forma brusca y suele durar 7 dias, presentando los
siguientes sintomas: fiebre (puede ser bifasica), cefalea, escalofrios, postracion,
mialgias (principalmente pantorrillas y region lumbar), nauseas, vomitos, dolor
abdominal, diarrea, astralgia y a veces meningitis aséptica. Ictérica: Es la forma
mas severa dependiendo del serogrupo. Los sintomas son irritacion conjuntival,
irritacion meningea y rigidez de la nuca, insuficiencia renal, ictericia, manifestacion
hemorragica intestinal o pulmonar, arritmia o insuficiencia cardiaca o disnea y a

veces hemorragia generalizada (42).

En bovinos: la enfermedad puede ser aguda, subaguda y cronica.
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En la forma aguda son mas susceptibles los animales de un mes de edad. Se
caracteriza por septicemia, fiebre de 40.5 C°, anorexia, petequias en mucosas,
depresion, ictericia, anemia hemolitica con hemoglobinuria, palidez de las mucosas,
disnea, suele ocurrir aborto, baja de la produccién de la leche y ocasionalmente
mastitis (43).

En la forma subaguda se presentan los mismos sintomas, la fiebre es de 39 a 40
C°, existe baja de la produccidon lactea y esta es de color rojo o anaranjado

amarillento (43).

En la forma crénica, generalmente los sintomas son aborto, que se presenta en el
altimo tercio de la gestacidon; ocasionalmente se puede presentar meningitis

leptospirosica, incoordinacion, sialorrea, conjuntivitis y rigidez muscular (43).

Ovino — Caprino:

Las epizootias en estas especies son muy raros, especialmente en el caprino.
Muchos de los animales afectados aparecen muertos, aparentemente por
septicemia. Animales enfermos presentan: fiebre, anorexia, disnea, ictérica,
hemoglobinuria, palidez de las mucosas, infertilidad, nacimiento de crias débiles o
muertos y aborto. Pueden presentarse forma cronica con pérdida de la condicién
corporal, pero el aborto parece ser una manifestacién exclusivamente asociada a la

forma aguda de la infeccion por los serovares pomona y hardjo (44).

Caninos y Felinos:

Los sintomas son variables, desde la ausencia total de signos clinicos hasta un
sindrome icterohaemorragico casi ausente en gatos, con la instalacion repentina de
hemorragia con fiebre de 3.4 dias, seguida por rigidez y mialgia en miembros

posteriores, hemorragia en la cavidad bucal con tendencia a necrosis y faringitis. En
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una etapa posterior puede haber gastroenteritis hemorragica y nefritis aguda. En la
forma subaguda o crénica se desarrolla vomito, inapetencia, postracion y anemia

debido al fallo renal progresivo (44).

Equino: En esta especie, los sintomas son variables y en la mayoria de los casos
la enfermedad cursa de modo asintomatico aunque puede producirse fiebre,
ictericia, hemoglobinuria, necrosis de la piel y los labios, conjuntivitis con edema en
los parpados, lagrimeo y fotofobia donde se puede observar hepato_nefritis, muchas
veces se presenta abortos en el ultimo tercio de la gestacion. La oftalmia periddica
esta considerada como una complicacion de la Leptospirosis y se caracteriza por
iridociclitios (44).

Lesiones.

El mecanismo por el cual las leptospiras causan la enfermedad no se conoce con
exactitud. Las lesiones al organismo hospedero ocurren cuando la concentracion de
leptospiras alcanza un nivel umbral. EI marcado contraste entre la extensién del
deterioro funcional y la escasez de lesiones histolégicas sugieren que la mayoria de
los dafios ocurren a nivel subcelular. Las lesiones primarias son dafios al endotelio
de los pequefios vasos sanguineos, provocando la extravasacion de sangre,
emigracion de leptospiras a los tejidos y una relativa anoxia local. Practicamente
todos los 6rganos del cuerpo son afectados (circulatorio, respiratorio, digestivo,
urinario, nervioso, oftalmico, reproductor), lo cual explica la variedad de

manifestaciones clinicas de la enfermedad (45).

Las lesiones que aparecen en la Leptospirosis no son patognomaonicas, por lo que
no puede basarse en ellas para el diagnéstico de la enfermedad. También las
lesiones pocas observables depende del serovar implicado asi como; los érganos y
especie afectadas. El cadaver animal revela ictericia manifiesta, necrosis de la piel;

de los ollares, de la cavidad nasal y bucal. En la necropsia se observa acumulo de
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liquido serolo-gelatiliforo rojizo en el tejido subcutaneo, higado hipertrofico y palidez
hepatica, o color amarillenta, vesicula biliar llena, espesa y viscosa de color pardo
o verde oscuro bazo de tamafio normal o ligero de color amarillento, lesiones muy
variables desde lesiones blanco amarillento en la superficie o focos hemorragicos
en pulmén. El musculo cardiaco degenerado y en algunos puntos hay hemorragias.
Los rifiones estan edematosos de color rojizo o pardo oscuro con nefritis interticial,
lesiones necroticas e ictéricas por toda la superficie, también hemorragia. La vejiga,
llena de orina turbia o rosada, los ganglios tumefactos y las mucosas intestinales
pueden estar inflamadas. En los fetos abortados se observan congestion
generalizada y deposiciones liquidas. También se puede encontrar ictericia,
mastitis, fluido libre en cavidades corporales, lesiones petequiales dispersas, edema
perirenal, nédulos linfaticos aumentados de tamafio, bilis de consistencia pastosa y

color negruzco (27).

Diagnoéstico

Diagnostico epidemioldgico Se debe enfatizar en las anamnesis de los aspectos
siguientes: En la época del afio en la que ha aparecido el brote, principalmente en
climas humedos y precipitaciones, la aptitud del rebafio, manejo y estado sanitario,
control de otras especies domésticas (perros, cerdos, ovejas, etc.) y animales
silvestres potencialmente portadores, antecedentes de leptospiras y si existe un

programa de vacunacion contra la Leptospirosis (44).

Diagndstico clinico Tiene un caracter presuntivo y se realiza fundamentalmente a

través de los signos y sintomas que presenten los animales y el humano.

Diagnostico de laboratorio Las muestras de animales vivos utilizadas para el
diagnéstico de la enfermedad son sangre y leche en la fase aguda; y orina en la
fase cronica. De los fetos, los organos de eleccion son: higado, rifidn, cerebro,
glandula adrenal y pulmon, asi como cualquier fluido interno. Los animales muertos

y sacrificados, las muestras que se deben enviar son: cerebro, médula espinal, LCR
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y 0jo cuando hay sintomas nerviosos, y la mayoria de los érganos parenquimatosos
en los casos que cursan con ictericia (higado, rifién, bazo etc.) y la vejiga y su
contenido, humor acuoso, aborto y contenido estomacal. Las muestras postmortem
mas adecuada son: rifién (parte cortical), higado, bazo, asi como sangre de corazén
o liguido cefalorraquideo, humor acuoso, liquido peritoneal, cerebro, fetos
abortados, semen y leche materna, deben preservarse congelados en glicerol a
partes iguales. El diagndstico debe basarse en el conocimiento de la patogenia del

microorganismo, asi como de sus propiedades. Estos métodos se pueden dividir en:

* Técnicas indirectas Los métodos seroldgicos nos brindan un diagndstico en corto
tiempo y son capaces de detectar anticuerpos antileptospirales (que pueden ser de
la clase IgM e IgG), las que constituyen las técnicas de eleccion. El mayor problema
gue presenta son los niveles de anticuerpos, aunque se mantengan durante afos,
alcanzan niveles tan bajos en animales y personas infectados crénicamente que no
siempre se detectan , ademas en los casos de infeccidén por serovares adaptados
un porcentaje de los animales pueden no presentar respuestas con anticuerpos
(44).

Técnica de microaglutinacion (MAT).

Es el método serolégico de referencia; técnica que fue ideada por Martin en 1917 y
Pettit 1918 quienes lograron describir el fendmeno de aglutinacién y lisis con suero;
a partir de esa fecha este método ha sido modificado y mejorado pro distintos
autores tales como: Schuffner y Mochtar, 1926 Borg.Peterson y Fagroeus 1949. Se
emplea para detectar anticuerpos en sueros de sospechosos o enfermos

(humanos y animales) donde el suero del paciente sospechoso o enfermo reacciona
con antigenos vivos de leptospiras de 10 dias de crecimiento en medio liquido de
EMJH con enriquecimiento, y es el mas utilizado cotidianamente. Para obtener una
adecuada sensibilidad, se recomienda utilizar cepas representativas de todos los
serogrupos presentes en un lugar determinado concreto y de la especie objeto de

estudio. También hay reportes de una sensibilidad y especificad de MAT hasta 92
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% y 95 %, respectivamente, con un valor predictivo positivo de 95 % y negativo
100%.

Al igual que otras pruebas seroldgicas, para diagnosticar una infeccion individual
mediante MAT, se requiere estudiar dos muestras pareadas de 7.14 dias de
intervalo de la primera y si se observa que ha habido seroconversion, se considera
de valor diagndéstico un cambio en el titulo de al menos, cuatro veces el titulo inicial
Es una prueba principalmente de rebafios, pues la obtencion de titulos individuales

frente a las leptospiras, se considera poco significativo.

A pesar de ser la prueba mas recomendada y extendida, presenta una serie de
desventajas: no distingue anticuerpos vacunales de los de infeccién, resulta dificil
su estandarizacién ya que su valoracion es subjetiva, requiere el mantenimiento de
cultivos de leptospiras y no siempre detecta a los animales infectados, en especial
cuando el serovar implicado es L. hardjo, que presenta como caracteristicas ser
poco antigénico. Para llevar a cabo MAT es necesario utilizar cultivos de 4.8 dias,
ya que esto nos permitira obtener resultados mas confiables y no tendremos titulos

por debajo, lo cual, se debe a reacciones especificas (44).

Prueba de Aglutinacion Microscopica con Antigeno Muerto (MSAT)

Utiliza leptospiras formoladas y centrifugadas, resuspendidas a una cierta densidad
estandar, con un "pool" de antigenos de varios serogrupos. La aglutinacion que se
produce es semicuantitativa y puede leerse a simple vista. Esta reaccion es menos
especifica que MAT, menor nivel de titulos obtenido, mayor reaccion cruzada, los
antigenos son estables a 4°C por lo menos un afio, es especie especifica y de la
misma forma que MAT, no diferencia reaccién entre anticuerpos de la infeccion

reciente y tardia, pero tiene una buena reaccion temprana de la enfermedad (44).
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Fijacion del Complemento (FC)

Es una prueba género.especifica que emplea como antigenos de L. biflexa,
considerada tan fiable como el MAT para la deteccion de animales con leptospiruria,
pero, detecta infeccion reciente, es Util en la pesquisa de grandes cantidades de
sueros ya que puede semiautomatizarse. Es una herramienta epidemiologica para
diagnostico rapido, menos laboriosa que el MAT. Las desventajas son las
substancias anti complementarias del suero, la corta vida e inestabilidad del
antigeno, no permite la diferenciacion de serovares y no detecta niveles bajos de

anticuerpos (44).

Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Esta técnica puede detectar anticuerpos tanto en tanque de leche como en el suero.
Es capaz de detectar la IgM durante la primera semana de la enfermedad vy la
deteccion tardia de IgG que permite diferenciar infecciones recientes de pasadas.
La deteccion de anticuerpos especificos IgM con una sola muestra es confirmatoria
de una infeccién reciente por leptospiras. Se considera como mas sensible que
MAT, es facil de estandarizar los antigenos, pueden almacenar durante meses, no
tiene ningun riesgo para los técnicos y pocas reacciones cruzadas, tampoco
diferencia los anticuerpos vacunales de las infecciones. A pesar de que es una

prueba muy eficaz, ain no esté considerada como prueba oficial (44).

Aglutinacion macroscoépica (MA)

Pocos autores la recomiendan debida a su falta de sensibilidad y porque no es

capaz de determinar el serovar (44).
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Aglutinacion en microcapsula

Se utiliza antigeno leptospiral transportado en microcapsulas de un polimero (44).

Hemoaglutinacion indirecta (HA)

Es una prueba seroldgica género_especifica de alta sensibilidad y solamente detecta
las IgM. Utiliza eritrocitos de ovejas o del grupo sanguineo O humano. A pesar de
gue siempre se ha considerado de utilidad, no ha llegado a desplazar al MAT y de
hecho, se utiliza de manera paralela a él. Resulta de valor para la deteccion de
infecciones recientes. Tiene una sensibilidad y especificidad de 92 % y 95 %
comparado con MAT respectivamente. Por estos altos valores en el territorio cubano
es la técnica elegida para el diagndstico de Leptospirosis humana

(44).

Técnicas directas
Observacion en microscopio de campo oscuro

Este método se realiza para la observacion de leptospiras en los fluidos organicos.
Es dificil debido al gran numero de artefactos que, por su parecido con las
leptospiras, pueden crear confusion. Ademas precisa que haya un gran numero de

microorganismos en las muestras (44).

Tincion Argéntica:

Dentro de este grupo podemos considerar diferentes técnicas, como: la técnica de
Warthing.Starry y sus modificaciones y la técnica de Steiner -Steiner. Se utiliza para
la demostracion de Leptospiras en los 6rganos de animales presumiblemente
muertos por leptospiras. La presencia de leptospiras en fetos abortados y mortinatos

son indicadores claros de que es una infeccion activa en el feto y crdnica en la
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madre, considerando de valor diagnostico. Ademas de su baja especificidad y
sensibilidad, presenta las mismas inconveniencias que la anterior
(44).

Técnicas de tincion Inmunohistoquimica:

Tienen baja sensibilidad, por lo que son poco adecuados para el diagndstico de
portadores crénicos, lo que depende del nUmero de microorganismos en la muestra
(44).

. Inmunofluoresencia: Es mas adecuada para la deteccion de leptospiras que
las anteriores. Casi siempre se utiliza en el diagnostico para los casos de abortos y
de la presencia de Leptospiras en sedimentos de orina. Su mayor desventaja es
gue requiere la produccion de antisueros policlonales de buena calidad y necesita

la utilizacion de microscopio de fluorescencia.

. Inmunoperoxidasa: Es mas r4pida y asequible que la anterior ya que no

precisa de un microscopio de fluorescencia.

. Marcado de particulas de oro: Al igual que las anteriores, depende del

namero de microorganismos y poco sensible (44).

Aislamiento y estudio de acidos nucleicos Son pruebas modernas que aun
precisan mas estudios sobre su efectividad y utilidad. Comprende: marcado con
sondas de ADN, hibridacion de ARN, marcado con radio y PCR con mayor

efectividad en la orina (44).

43



Aislamiento

Para muchos autores, es la técnica mas sensible para el diagnostico de leptospiras,
ademas es la que confirma la presencia del germen, tanto en casos agudos como
cronicos, a pesar de que requiere mucho tiempo y de laboratorios especializados.
La inoculacién en animales de experimentacion puede considerarse una forma
especial del aislamiento y estd considerada como la técnica mas sensible por
algunos cientificos. También existen otros métodos pero no de amplio uso en el
mundo como: Prueba Hemolitica (HL),

Contrainmunoelectroforesis (CIE), Inmunoabsorcidén Magnética, Hibridizacionde

ADN., Absorcidn de antigeno inmunomagnetica etc. (44).

Reaccion en cadena de la polimerasa La reaccion en cadena de la polimerasa,
conocida como PCR por sus siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction), es una
técnica de biologia molecular desarrollada en 1986 por Kary Mullis, cuyo objetivo es
obtener un gran numero de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de
un minimo; a partir de una Unica copia de ese fragmento original, o molde. 26 Sirve
para amplificar un fragmento de ADN; su utilidad es que tras la amplificacién resulta
mucho mas fécil identificar con una muy alta probabilidad virus o bacterias
causantes de una enfermedad, identificar personas (cadaveres) o hacer
investigacién cientifica sobre el ADN amplificado. Estos usos derivados de la

amplificacion han hecho que se convierta en una técnica muy extendida (44).
Fundamento e importancia

Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para
replicar hebras de ADN, para lo cual emplea ciclos de altas y bajas temperaturas
alternadas para separar las hebras de ADN recién formadas entre si tras cada fase
de replicacion y, a continuacion, dejar que vuelvan a unirse a polimerasas para que
vuelvan a duplicarlas. Inicialmente la técnica era lenta, ya que las polimerasas se

desnaturalizaban al realizar los cambios de temperatura y era necesario agregar
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nuevas polimerasas en cada ciclo. Puesto que las temperaturas del ciclo (95 °C en
las fases de desnaturalizacion del ADN) suponen la inmediata desnaturalizacion de
toda proteina, se emplean ADN polimerasas termoestables, extraidas de
microorganismos adaptados a vivir a esas temperaturas, restrictivas para la mayoria
de los seres vivos. Dichos microorganismos, generalmente arqueas, son: Thermus
aguaticus (polimerasa Taq), Pyrococcus furiosus (Pfu), Thermococcus litoralis
(Vent) y Thermus termophilus (Tth). Generalmente se emplean mezclas de
polimerasas muy procesivas (Taq) con otras capaces de hacer correccion de errores
(Pfu, Vent). Actualmente el proceso de la PCR esta automatizado mediante un
aparato llamado termociclador, que permite calentar y enfriar los tubos de reaccion
para controlar la temperatura necesaria para cada etapa de la reaccion. Muchos
termocicladores modernos hacen uso del efecto Peltier, que permite tanto calentar
como enfriar los tubos simplemente invirtiendo la corriente eléctrica. Los tubos
usados para PCR tienen una pared muy fina, lo que favorece una buena
conductividad térmica, permitiendo que se alcance rapidamente el equilibrio térmico.
La PCR es una técnica comun y normalmente indispensable en muchos laboratorios
de investigacidon médica y biolégica en varios paises para una gran variedad de
aplicaciones. Entre ellas se incluyen la clonacién de ADN para la secuenciacion, la
filogenia basada en ADN, el analisis funcional de genes, el diagnéstico de trastornos
hereditarios, la identificacion de huellas genéticas (usada en técnicas forenses y test

de paternidad) y la deteccién y diagnostico de enfermedades infecciosas (44).
Diagnostico diferencial

Para llegar al diagnostico diferencial, es necesaria una buena anamnesis que
abarque los antecedentes particulares y/o animales patoldgicos de 15-20 dias

anteriores a la presentacion de la enfermedad.

Bovinos: Se deben diferenciar con cuadros que cursan con: hemoglubinuria,
hematuria, hemolisis, aborto, Mamitis y disminucién de la produccién lactea como:

Anaplasmosis, Babesiosis, Pasteurellosis, Brucelosis, Listeriosis, Vibriosis,
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Trichomoniasis, Toxoplasmosis, IHBB., intoxicacion por cobre y “rapum?”,

hemoglubinuria posparto y trastornos alimentarios.
Ovino-caprino: Similar al bovino.

Porcino: Brucelosis, Peste porcina, Aujezky, Listeriosis, Salmonelosis, SMEDI
virus,Parvovirusis porcina, Encefalitis viral japonesa, Erisipela porcina, deficiencia

nutricional.

Equino: Anemia Infecciosa Equina, Salmonelosis, Babesiosis, Tripanosomiasis,
Artritis viral equina, Rinoneumonitis viral equina y la causada por streptococcu

genitalium.
Canino: Hepatitis canina, trastornos gastrointestinales.

Humano: Dengue, Malaria (paludismo), Influenza, Hepatitis viral, Fiebre
hemorragico epidémica, hantavirus, septicemia con ictericia, Fiebre Q, tifus,
Brucelosis, Borreliosis, Toxoplasmosis, Fiebre Amarrilla, Piolonefretis, Gripe,

sindrome de disfuncion organica mdultiple (27).
Profilaxis y Tratamiento

Para que las medidas que se quieren tomar sean efectivas para el control de la
enfermedad en cuestion, es sumamente imprescindible la identificacién lo antes
posible de los animales afectados, asi como el serogrupo y/o serovar actuante,
puesto que la presencia de un serovar u otro depende principalmente de la
existencia de su hospedero de mantenimiento especifico y segun sea el

hospedador, las medidas de control seran diferentes (47).
Profilaxis

Desde el punto de vista epidemiolégico, la es una enfermedad dificil de controlar
ya que el microorganismo se puede albergar en el rifion y ser eliminado en la orina
de muchos animales, perpetuandose entre ellos el estado de portador. Sin embargo,

se deben realizar esfuerzos para conocer la prevalencia de serotipos especificos en
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una determinada poblacién y describir los focos de contagio a fin de evitar aparicion

de nuevos casos (48).
Inmunoprofilaxis

Dentro de la inmunoprofilaxis se puede considerar tanto la vacunacion como la

inmunizacioén pasiva con suero hiperinmune (49)

La vacunacion es una practica muy extendida en muchos paises, siendo, para
algunos autores, la mejor herramienta de control. Sin embargo, presenta una serie
de inconveniencias en primer lugar: las vacunas comerciales son bacterinas y no
proporcionan inmunidad cruzada entre serovares distintos y sola permiten una

proteccion limitada frente a cepas distintas de un mismo serovar (50).

Los serovares y las cepas varian entre paises, por lo que la proteccién ofrecida por
las vacunas elaboradas con cepas de otro pais o region, en otras regiones puede
ser poca eficaz. En segundo lugar, diversos estudios sobre las vacunas existentes,
han demostrado que tanto monovalente, bi y hasta pentavalente, no evitan la
infeccion siguiente, tampoco evitan la leptospiruria ni el nacimientos de algunas

crias débiles y mortinatos (51).

A pesar de estas limitaciones, la vacunacion sigue siendo parte importante del
sistema control en los rebafios se demostré que un programa de vacunacion de todo
un rebafio (bovino) durante cinco afios, es posible el control de las infecciones por
L. hardjo y su eliminacién del rebafio. También, se considera que el calendario de
vacunacion debe ser al principio del periodo seco y en el parto, puede disminuir las

pérdidas econdmicas por abortos (47).

Primo vacunacién: se vacunan todos los animales del rebafio, machos, hembras y

terneros.
Segunda dosis a los 21 dias de la primero.

Revacunacién en forma anual o semestral de acuerdo al productor.
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Machos: vacunar antes de entrar al servicio para proteger al rodeo.
Hembras: vacunar antes del servicio y previo al parto.

Terneros: vacunar a los 2 meses de edad y luego revacunar en dependencia del

productor.

La otra variante es la vacunacion total del rebafio y luego tratar con
dihidroiestreptomicina 2 mg/kg a todas las vacas prefiadas. También hay programa

de vacunacion cuando se aplica en los cerdos y perros (52).
Profilaxis Higiénico — Sanitario

La profilaxis higiénico-sanitaria es esencial en el control de la en una poblacién
humana y animal, pero siempre ha de formar parte de un sistema general de control,
junto con la vacunacion y el tratamiento, ya que ninguna de estas medidas son

eficaces por separado (50).

Las medidas higiénicas- sanitarias deben basarse en dos puntos esenciales: el
control de hospedadores de mantenimiento silvestres y el control de hospedadores
domésticos (47), También los factores ecoldgicos que influyen en la epizootiologia
de la como: densidad alta de poblaciéon animal, su migracién natural o planeada,
las caracteristicas geograficas, agronomicas y meteoroldgicas del ambiente y los

cambios estacionales deben tomar en cuenta (53)

Tratamiento

El objetivo primordial para el tratamiento contra la infeccion por Leptospirosis, es
controlar la infeccion antes del dafio irreparable que puede ocurrir en el higado y
riidon. Practicamente todos los antimicrobianos tienen efecto sobre la infeccion por
leptospiras, excepto de las sulfonamidas y el cloranfenicol en animales. Los
antibiéticos mas recomendados son: dihidroestreptomicina, doxiciclina, penicilina,

estreptomicina, oxytetraciclina, tetraciclina, etc. (49).
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Bovinos:

Dihidriestreptomicina: 25mg/kg./5 dias /IM.

Estreptomicina: 12-25mg/kg./ dos veces al dia por 3 dias / IM.
Estreptomicina: 25mg/Kg. una sola vez durante la fase de leptospiruria.
Clorhidrato de tetraciclina: 11mg/kg./5 dias

Tetraciclina: 15-25 ml/kg/4 dias / IM.

Oximicina: 100g/5 dias / IM.

Transfusion sanguinea 5-10 L/450kg en caso de anemia hemolitica.
Equinos y caninos:

Dihidriestreptomicina: 20-25mg/kg./24h durante 4-6 dias / IM.

Tetraciclina: 15-25mg/kg./12h durante 4-6 dias /IM.

Penicilina en caso agudo: 10000-20000Ul/kg./12h durante 5-7 dias /IM.
Corticosteroides por via parenteral en caso de oftalmia peridédica en equino
Pomada de atropina en equino tres veces diario.

Para los cerdos:

Tetraciclina: 6,6 mg/kg./dia/5dias/IM

Oxytetraciclina: 800g/ tonelada de pienso de 8-11 dias

Estreptomicina: 40-50mg/kg./dic/4-6 dias/IM

Oximicina: 20-30mg/kg./4-6dias/IM

Ovino-caprino:
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Dihidroestreptomicina: 20-25/kg./4-6dias/IM
Oxytetraciclina: 20-30mg/kg./4-6dias/IM
Estreptomicina: 40-50mg/kg./dia/4-6 dias/IM

Ademas de los antibiéticos, en dependencia de la gravedad y sintomatologia se
admite la aplicacion de: transfusidén sanguinea, analgésicos, sueros hiperinmunes y

gammaglobulinas.

En bovino, un trabajo relativamente reciente propone la amoxicilina como opcién a

la dihidroestreptomicina en el tratamiento de ganado infectado con L. hardjo.
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VIll. DISENO METODOLOGICO

8.1 Tipo de Estudio

Descriptivo Transversal

8.2 Area de Estudio

El estudio se llevé a cabo en la region nor-occidental del municipio de Chichigalpa
del departamento de Chinandega, Nicaragua, ubicado entre las coordenadas
geograficas 12°3203" latitud norte y 87°0254" longitud oeste y colinda con los
municipios de Posoltega, y las comunidades Los Pacientes, La Virgen, Cosmapa,

Erick Ramirez, El Realejo, Santa Maria y La Soledad.

8.3 Periodo de lainvestigacion

La investigacion se realiz6 durante los periodos marzo 2015 y julio 2016.

8.4 Descripcion de las unidades de estudio

Para el estudio se utilizaron suero, orina y rifiones de roedores de cafiaverales.

8.5 Metodologia de campo

Se utilizaron trampas Sherman para la captura de los roedores, el nimero de
trampas variaba segin la extension del campo. Estas eran lavadas con agua y
asperjadas con etano. Se les cambiaba el cebo, ya sea galletas y pequefios trozos
de cafia de azUcar. Las trampas se ponian alas 5 a 6 pm. y se retiraban alas 6 y

7. am del dia siguiente.

8.6 Evaluacién de la captura de roedores

Para calcular el indice de abundancia se estima mediante el método
directo, el cual se basa en la ponderacién del numero de individuos
capturados mediante la utilizacién de un sistema de trampas durante un
tiempo controlado, se utilizé la siguiente formula: indice de abundancia: N°

de roedores capturados/ Esfuerzo de captura x 100 Donde:
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N° de roedores capturados: corresponde a la cantidad de roedores atrapados dentro
de las jaulas, mas la cantidad de trampas activadas, aun cuando estén vacias.

Esfuerzo de captura: equivale al nUmero de trampas colocadas por numero de dias
gue funcionaron.

8.7 Poblacién de estudio

Roedores de cafiaverales de la regién nor-occidental de Nicaragua.

8.8 Tamafo y Tipo de Muestras
Se muestrearon 77 roedores de los que se obtuvo suero sanguineo para realizacion
de técnica de microaglutinacion, rifiones para aislamiento bacteriano y diagnostico

histopatologico.

8.9 Clasificacion de las especies de roedores procesados

Los roedores en estudio fueron clasificados en Sigmodon hispidus (rata cafera)
35.42% (46/77) y Rattus rattus (rata negra) 5.19% (4/77) de los cuales 27 no fueron
identificados. Esta clasificacion se realizO basédndose en las caracteristicas
morfologicas tales como: forma de la nariz, tamafio de la cola, forma y tamafo de

las orejas, peso, largo en centimetros, pelaje. (50)

8.10 Datos obtenidos a partir de la captura

Se elabor6 una ficha para la recoleccion de datos de los animales capturados en
donde se detalla lugar de captura, fecha de captura, la especie, el sexo, el tipo de
muestra extraida (sangre, rifidn, ), el diagndstico utilizado (aislamiento, MAT, H&E )

y los resultados obtenidos. (Anexo 1)

8.11 Recoleccion de la muestra
La muestra de sangre se tomo por puncién cardiaca
La muestra de rifidn se extrajo una porcion de 2 — 3 cm de la parte cortical del

organo.
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8.12 Factores de Inclusiéon

Todos los roedores capturados en el area y periodos de estudio

8.13 Factores de exclusién

Roedores muertos

8.14 Analisis de los resultados
Se determind el porcentaje de roedores infectados con Leptospira spp utilizando el
programa Microsoft Exel 2010 para realizar un analisis descriptivo, con los datos

obtenidos en la ficha y resultado de laboratorio

8.15 Materiales

Algodon

Cloroformo

Tijeras

Pinzas roma

Pinzas con diente

Alcohol

Campana de flujo laminar Flufrance
Puntas para pipetas
Incubadora Thermo Scientific
Refrigeradora Whirlpool
Balanza

Descartador

Agua destilada

Papel de aluminio

Microscopio de campo oscuro Olimpus

Placas ELISA fondo U

Mechero Bunsen
Jeringas de insulina
Tubos de ensayo
Medio de cultivo EMJH+5Fu
Cubre objeto

Porta objeto
Gradillas
Microcentrifuga
Tubos Eppendorf
Pipetas

PBS

Papel toalla
Computadoras
Céamaras fotograficas

Jabon liquido



Campo

Cebo (galletas) Lapicero

Guantes nitrilo Jaulas para roedores
Trampas Sherman

Cinta adhesiva blanca

Marcadores permanentes

Bolsas plastica transparente

8.16 Procedimiento para el sacrificio de los roedores.

Todos los roedores obtenidos, fueron anestesiados con cloroformo, posteriormente
diseccionados por el personal veterinario del Baylor Collage of Medicine de Houston
y del Centro Veterinario de Diagnéstico e Investigacion (CEVEDI), de la escuela de
Medicina Veterinaria UNAN-Leodn. (51)

8.17 Método para diseccion

Las ratas atrapadas fueron introducidas individualmente en bolsas plasticas
transparentes para su sedacion, luego se empapaba algoddn con cloroformo como

anestésico para poder manipularla. (51)

El animal, aiin con vida, fue colocado en la campana de flujo laminar, en decubito
dorsal, luego se realizdé una incisiébn cortando piel y musculatura accediendo a
cavidad abdominal. Se continud con la incisién cortando diafragma y costillas para
exponer el corazén en la cavidad toracica, Se apartaron- separaron las visceras de
la cavidad abdominal, ya identificadas para acceder al rifidn, del cual se extrajo una
porcion de 0.2 cm de la parte cortical del 6rgano y si la vejiga se observo se-encontro
llena, se realizd extraccion de orina por puncién directa. Todas las muestras fueron

rotuladas segun su cédigo de ingreso en el CEVEDI. (51)
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8.18 Descripcion de la técnica de MAT

Las muestras de sangre son centrifugadas para la extraccion de suero, el cual es

transferido a tubos Eppendorf y luego se congelan hasta su analisis.

Pasos para realizar el test de Micro aglutinacion

Preparacion de los sueros: los sueros deben ser descongelados antes de
proceder a realizar su analisis mediante el MAT. EIl suero de roedores se
utilizé a una dilucion de 1:40, para ello diluir 25 ul de suero en 975 ul de PBS
(Tampon fosfato-salino)

Preparacion del antigeno: rotular los tubos en el cual se diluirdn los
antigenos, estos se preparan tomando 2 ml del tubo de crecimiento y
diluyéndolo en 3 ml de PBS, de forma que al microscopio se observan unas
100 Leptospiras por campo). Para este estudio se utilizaron 12 antigenos
diferentes correspondientes a cepas de Leptospira spp de cepario Holandes
Las cepas utilizadas fueron Canicola (Ag6), Grippotyphosa (Agl0),
Hebdomadis(Agl1l), Icterohaemo Ag(12), Icterohaemo Ag(13), Icterohaemo
Ag(14), Icterohaemo Ag(15) Lousiana(Agl7), Pomona(Ag21),
Pyrogenes(Ag22), Sejrroe(Ag26), Patoc(Ag28). Por ser las de mayor
presentacion en el pais

Marear-Identificacion de las placas flexibles de 96 pocillos, fondo en U sin
tapa no estériles con la numeracion de la muestra(en sentido vertical) y de

los antigenos correspondientes.(en sentido horizontal)

MAT cualitativo para roedores

Se rotularon los tubos de ensayo en que se diluiran los antigenos.

Se marcaron las placas flexibles de 96 pocillos, fondo en U sin tapa no
estéril, con la numeracion de la muestra y de los antigenos
correspondientes.

Se preparo la dilucion de los sueros 975ul de PBS y 25ul de suero para el
factor dilucion (1:40).
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* Se le agrego 50ul de PBS en la primera linea de pozos yendo de izquierda

a derecha.

* Se le agrego 50ul de suero en los pocillos correspondientes.

+ Se le agrego 50l de antigeno correspondiente al pozo 0O Incubar por 2
horas en una temperatura de 37°C.

+ Se tomaron 10ul de las muestras preparadas en los pozos de las placas y
montarlas en un porta objeto.

* Se observo en el microscopio de campo oscuro a 20x, si hay aglutinacion

(reaccidn antigeno anticuerpo) o no.

MAT Cuantitativo para Roedores

+ Se rotularon los tubos de ensayo en que se diluiran los antigenos.

» Se rotularon las placas con el nimero de muestra a un lado y al otro lado el
namero de antigeno al cual reacciono en el cualitativo.

* Se agreg6 50ul de PBS en todos los pocillos.

* Se agreg6 100ul de muestra en el segundo pocillo yendo de izquierda a
derecha (1:40).

* Se realiz6 las diluciones a partir del segundo pocillo, mezclando con las
puntas de pipeta, extraer 50pl de muestra, obteniendo: tercer pocillo: 1:80,
cuarto pocillo: 1:160, quinto pocillo: 1:320 y luego descartar 50ul de muestra
excedente.

* Se agreg6 50pul de antigeno correspondientes en los pocillos incluyendo el
control (K).

* Se incubaron por dos horas a 37°C, protegidas de la luz directa (se cubren
las placas con papel aluminio y se incuban).

* Se tomaron 10ul de las muestras preparadas en los pozos de las placas y

montarlas en un porta objeto.
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* Se observd en el microscopio de campo oscuro a 20x, si hay 50% de

aglutinacion (reaccién antigeno anticuerpo) o no.

8.19 Aislamiento de Leptospira a partir de orina en medio EMJH

Las muestras de rifion fueron inoculadas en medio EMJH+5Fu e incubadas a 2730
°C, haciendo revisiones semanales en microscopio de campo oscuro, en casos de
crecimiento se realizaban pases en nuevos tubos con medio EMJH. Este
procedimiento se llevd a cabo en un periodo de 3 meses, considerandose una
muestra positiva cuando hubo crecimiento al menos en el cultivo original y en un

pase, ya sea a partir de rifién, orina o de ambos.

8.20 Método de H&E

Los animales fueron eutanasiados mediante la administracion de cloroformo, y
desangrados posteriormente, luego se diseccionaron por el personal veterinario del
Baylor Collage of Medicine de Houston y del Centro Veterinario de Diagndstico e
Investigacion (CEVEDI), de la escuela de Medicina Veterinaria UNAN-Ledn donde
se procedio a la extraccion de los rifiones fijandolos una mitad en formol tamponado

al 10% y la otra mitad en congelacion a -80°C.

Las muestras de rifion después de ser fijadas se tallaron en secciones de 2 a 3 cm,
luego se colocaron en casetes y se sumergieron en formol al 10% tamponado hasta

Su procesam iento.

Procesado de las muestras: todas las muestras de rifidn se incluyeron en parafina
y fueron cortadas con el micrétomo a 5 ym de grosor y tefidas con hematoxilina —

eosina (anexo 1)
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IX. RESULTADOS

Los roedores en estudio fueron clasificados en Sigmodon hispidus (rata cafiera)
35.42% (46/77) y Rattus rattus (rata negra) 5.19% (4/77) de los cuales 27 no fueron
identificados; Esta clasificacion se realiz6 basandose en las caracteristicas
morfologicas. En cuanto a la distribucion por edad y sexo: el 33.88%(44/77) eran
adultos, el 48.05% (37/77) hembras y el 51.94 % (40/77) machos.

La Evaluacién de la captura de roedores total fue de 9.94%, realizados en 2
muestreos de 3 dias en periodos distintos siendo el dia 2do periodo correspondiente
al mes de julio 2016 con un mayor indice de captura (53.24%) 41/77, esto pudo
deberse a que la fruta de cafia esta en condiciones éptimas para la alimentacion de
los roedores y que es en los periodos de veranos donde sufren raleo de roedores
por la misma quema y corte que se realiza en el campo de los cafaverales (Ver
tabla N°1)

Dia N° de trampas N° de Evaluacién de la de
captura captura de roedores
%

1 158 20 12.65
2 160 12 7.5
3 160 4 2.5
4 160 25 15.62
5 160 11 6.87
6 160 5 3.12

Total 958 77 8.03
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Resultados MAT:

El analisis serologico mediante el MAT, se utiliz6 para determinar las
serovariedades circulantes de Leptospira spp en 77 muestras de suero de roedor.
El 39.77 % (30/77) fueron reactores para al menos una de las serovariedades
probadas, el 26.66 % (8/30) presentaron coaglutinaciones frente a dos o mas

serogrupos. (Ver grafica No. 1)

Reactores MAT (Grafica No.1)

70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%

10.00%

0.00%

Reactores No Reactores

De los roedores en estudio se encontr6 una seropositividad del 39.7% (30/77),
significativamente menor que Alvarez, Lopez (2015), quienes describen una
seropositividad de 59,4% en muestras de roedores capturados en los cafiaverales
de la regidon noroccidental de Nicaragua, este contraste puede deberse al
comportamiento estacional de cada uno de los periodos en estudio realizado.
Garcia, 2011 sefiala un 69.77% de roedores reactores a MAT, estos altos
porcentajes pueden deberse a que fueron muestras obtenidas en areas cercana a

casos confirmados de Leptospirosis humana.
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Los roedores tuvieron titulos de anticuerpos anti-leptospira para ocho cepas con los
porcentajes siguientes: el 13.33% (4/30) de la cepa Hebdomadis, 56.66% (17/30)
(Icterohaemorrhagiae-RGA), 6.66% (2/30) (lcterohaemorrhagiae-M20), 3.33 %
(1/30) (Icterohaemorrhagiae- Wijnberg), 3.33% (1/30) (Lousiana), 6.66% (2/30)
(Pomona), 6.66% (2/30) (Sejroe) y 3.33% (1/30) (Patoc) (grafica), con una dilucion
minima de 1:40 (gréafica No. 2).
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Resultados Aislamientos

Los aislamientos de leptospira spp fue de 9.8% (3/30) de los cultivos a partir de
rifon.

Resultados de lesiones renales
No se observaron cambios histopatolégicos evidentes con el microscopio Optico, a
excepcion del roedor NI-220, en el que se observé congestion de los vasos

sanguineos de la zona cortical.
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X. DISCUSION

Numerosos animales domésticos y silvestres son portadores y excretores de
Leptospira spp. Las prevalencias de Leptospiras reportadas en diferentes regiones
del pais varian en dependencia de la zona y la época del afio, aunque son muy
pocos los estudios que se han llevado a cabo en animales silvestres y se desconoce
la importancia epidemiologica de los mismos en la aparicion de brotes de la

enfermedad en el ser humano (46).

Los cultivos de cafia de azucar (Sacharu mofficinarum) son particularmente
sensibles al ataque de los roedores y por ende la posible contaminacion a sus
trabajadores que no practican técnicas de higiene. Por el tipo de explotacion
utilizado (monocultivo), el largo periodo de tiempo que transcurre entre cosechas
consecutivas (1 6 2 afios) y la existencia, de zonas cercanas no cultivadas, facilitan
el desplazamiento y aumento de las poblaciones salvajes de roedores.

Constituyendo zonas de riesgos para la salud publica.

Los roedores en estudio fueron clasificados en Sigmodon hispidus 59.74% (46/77),
y Rattus rattus 5.19% (4/77) de los cuales 27 no fueron identificados y Méndez
(2013) constato la presencia de Peromyscus leucopus, Liomys irroratus, Sigmodon
hispidus en una pesquisa serolégica realizada a roedores silvestres, datos similares
reporta Alvarez-Lopez (2015) con una totalidad de roedores de la especie S.
hispidus en un estudio de prevalencia de Leptospira spp, Ruiz (2011) describe el
70% de roedores Mus musculus muestreados en casas de habitacion de Leon,
Matagalpa y Chinandega, la diferencia de ambientes muestreados explican las

distintas especies de roedores encontradas en dichos estudios.

De los roedores en estudio se encontré una seropositividad del 39.77% (30/77),
significativamente menor que Alvarez, Lépez (2015), quienes describen una
seropositividad de 59,4% en muestras de roedores capturados en los cafiaverales
de la region noroccidental de Nicaragua, este contraste puede deberse al

comportamiento estacional de cada uno de los periodos en estudio. Garcia, 2011
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sefala un 69.77% de roedores reactores a MAT, estos altos porcentajes pueden
deberse a que fueron muestras obtenidas en &reas cercana a casos confirmados

de Leptospirosis humana.

Los serovares predominantes encontrados en roedores silvestres por Méndez et al
2013 con un 37% y sefala que estas especies comparten con los equinos las
serovariedades Tarassovi Perepelitsin, Grippotyphosa Moska V y Canicola Hond
Utrecht IV, lo que hace considerar que los roedores participan en la transmision
interespecie, en el presente estudio las cepas predominates fueron Ict RGA con un
56.66% seguida de Ict Hebdomadis con un 13.33%. Otros estudios como el
realizado por Cardoza y Gonzalez (2011) reportaron que el serovar con mayor
frecuencia fue Icterohaemorrhagiae con un 30%. Garcia 2011 reporta que el serovar
predominante es Lousiana con un 69.77%.es posible que estas variaciones

dependan de los serovares circulantes en cada region.

El aislamiento obtenido de las muestras de rifiones fue del 9.8% otros estudios
realizados en zonas urbanas de Ledn han encontrado altos porcentajes de roedores
positivos a aislamiento, como los realizados por Cardoza y Gonzélez, 2011; y
Garcia, 2011, quienes encontraron un 55% y 71.74% de roedores positivos al
aislamiento, respectivamente. Estos altos porcentajes pueden deberse a que los
muestreos de roedores se realizaron en las casas cercanas a casos de leptospirosis

humana.

En el diagnostico histopatolégico por microscopio Optico no se detectaron
alteraciones morfolégicas en los rifiones de roedores naturalmente infectados con
Leptospira spp capturados en cafaverales de la region occidental del pais. En los
casos persistentes de colonizacién bacterial como en los animales del reservorio,
Leptospira spp causan infeccion sistémica, pero posteriormente se eliminan de
todos los oOrganos excepto los tubulos renales. El tubulo renal es un sitio
inmunoprivilegiado, una caracteristica que puede contribuir a la persistencia del

patogeno (54).
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A diferencia de Agudelo flores 2013 que observé infiltrado inflamatorio con el uso
de hematoxilia-eosina, En cambio Torres en 2016 res indicO que es una lesion
primaria durante la lesion renal aguda en la leptospirosis y puede ser causada por
dafio directo al tejido del huésped por Leptospira o la presencia de antigeno

Leptospira, iniciando una respuesta inmune renal o fallo renal. (55).
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XI. CONCLUSIONES

Los roedores capturados en los campos muestreados pertenecen a la especie
Sigmodon hispidus, y rattus rattus los que presentaron moderados niveles de

anticuerpos a Leptospira spp segun la técnica MAT.

Se confirmd que la especie Sigmodon hispidus Yy rattus rattus son vectores capaces

de actuar como reservorio de mantenimiento para diferentes serogrupos.

Los altos porcentajes de seropositividad al serogrupo Icterohaemorrhagiae muestra
la importancia de los roedores en el mantenimiento de este. El serogrupo al que

reaccionaron con mayor frecuencia fue Icteronaemorrhagiae-RGA

Los aislamientos de rifiones muestran la importancia de los roedores como
reservorios, porque pueden mantener la infeccion intraespecie en forma natural y

transmitirla a los animales domésticos e incluso al hombre.

No se encontrd lesiones histopatoldgicas evidentes a Leptospira spp en los rifiones.
esto no nos indica su ausencia; sino una posible infeccién crénica donde revelan
mediante la técnica de MAT a los roedores como portadores y excretores que ya

han pasado el estado de leptospiremia.
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Xll.  RECOMENDACIONES

Notificar a las autoridades responsables en salud publica la potencialidad de

transmision de leptospira ssp. de los roedores de cafaverales.

Establecer programas de control y monitoreo de roedores por parte de las
autoridades involucradas y los propietarios de cafaverales para evitar que estos

lleguen a los hogares.

Educar a la poblacién respecto a la enfermedad, su forma de transmision y el papel
gue juegan en ella los animales infectados, asi como las actividades de riesgo. En
el caso de los agricultores y trabajadores de rurales es necesario enfatizar sobre las
formas de contagio en el campo y el riesgo que este proporciona.

Realizar el control de roedores en las viviendas especialmente en las zonas rurales
0 viviendas cercanas a los cafaverales, esto debe llevarse enmarcado dentro de

las acciones permanentes de control de la poblacién de vectores.

Inspeccion rutinaria de los lugares que puedan servir de foco infeccioso, en tal caso

realizar muestreos constantes de estos lugares.

Identificar aguas y suelos contaminados y de ser posible drenarlos.

Realizar la clasificacion genotipica de los aislamientos

En futuros estudios realizar la tincion de Warthin-Starry para identificar las

Leptospiras en los tubulos renales.
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Anexos.

Anexo N° 1

Ficha de Recoleccién de Datos

DATOS GENERALES

Propietario Lugar de |Fecha Id Especie Sexo
Captura

DATOS DE LABORATORIO

Muestra Extraida Diagnostico Utilizado

Suero RifA6N Orina Aislamiento MAT

RESULTADOS OBTENIDOS

Técnica MAT Aislamiento
Cualitativo Positivo
Cuantitativo Negativo

OBSERVACIONES
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Anexo 2.
Protocolo de procesado de tejido y tincion hematoxilina — eosina

Los casetes con tejido renal se deshidrataron e incluyeron en parafina en el
procesador de tejidos TP 1050

REACTIVO TIEMPO TEMPERATURA
FORMOL 10% 10 MINUTOS AMBIENTE
ALCOHOL 702 2 HORAS AMBIENTE
ALCOHOL 702 2 HORA AMBIENTE
ALCOHOL 96 ¢ 1 HORA AMBIENTE
ALCOHOL96 ¢ 1 HORA AMBIENTE
ALCOHOL 100¢ 1 HORAS AMBIENTE
ALCHOHOL 100¢ 2 HORAS AMBIENTE
ALCHOHOL 100¢@ 2 HORAS AMBIENTE
XILENO 17% HORAS AMBIENTE
XILENO 1% HORAS AMBIENTE
PARAFINA 1% HORAS 56-602 C
PARAFINA 17% HORAS 56- 602 C
PARAFINA 17% HORAS 56-602 C

Montado de los bloques en la consola de parafina:

- Dejar los blogues en la parafina de la consola durante un minuto de 30
minutos.

- Abrir los casetes y colocar el tejido en un molde que contiene un poco de
parafina fundida.

- Dejar solidificar la parafina a temperatura ambiente sobre una placa fria,

formandose asi un bloque con el tejido en su interior.
Cortar con el micrétomo:

- Desbastar el bloque de parafina mediante cortes de 15 micras.

- Enfriar los bloques durante aproximadamente 2 horas (4 °c) para facilitar el
corte posterior.

- Realizar cortes de 4 micras.

- Depositar las secciones en un bafio termostético a 45° c.
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- Recoger las secciones con porta objetos tratados con xileno.( starfrost)

- Secar los portaobjetos a 56° ¢ durante 30 minutos o 37° durante toda la

noche.
Tincion con hematoxilina-eosina:
Desparafinar y tefir los tejidos mediante la inmersion en los siguientes reactivos:
- Xilol : 10 minutos
- Xilol: 10 minutos
- Alcohol 100°: 5 minutos
- Alcohol 100°: 5 minutos
- Alcohol 96°: 5 minutos
- Alcohol 70°: 5 minutos
- Agua corriente del grifo: 5 minutos
- Hematoxilina: 15 minutos
- Agua corriente del grifo: 5 minutos
- Eosina: 30 segundos

- Agua del grifo: 3 inmersiones de 1-2 segundos

Deshidratar y montar los tejidos mediante la inmersion en los siguientes reactivos:
- Alcohol 70°: 4 inmersiones de 1-2 segundos
- Alcohol 96°: 4 inmersiones de 1-2 segundos
- Alcohol 100° 5 inmersiones de 1-2 segundos

- Xilol: 3 inmersiones de 1-2 segundos - Xilol: inmersion durante un minimo

de 1 minuto - Montar en DPX.
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