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RESUMEN

La técnica de Microaglutinacion con antigenos vivos (MAT) es considerada “Gold Standard” o
de referencia en la confirmacion de casos de Leptospirosis; sin embargo esta prueba presenta
algunos inconvenientes al no detectar los animales portadores, pero la prueba de reaccidn en
cadena de la polimerasa puede solventar este inconveniente. El objetivo principal del estudio
fue determinar la presencia de Leptospira interrogans en muestras de suero y orina de
animales domésticos, mediante la implementacion de las técnicas MAT y PCR. Se emplearon
dos técnicas diagndsticas para la deteccion de leptospira interrogans en muestras de suero
(MAT) y orina (PCR) de animales domésticos. Se examinaron muestras de 62 animales
domésticos (62 muestras de orina y 56 muestras de suero sanguineo) provenientes de
diferentes localidades de distintos municipios de Nicaragua. De 56 muestras de suero
recolectadas 24 (42.85%) demostraron ser reactores a Leptospira por el MAT cualitativo a
partir de una dilucién de 1:400. Mediante el MAT cuantitativo se tipificaron los serovares de
Leptospira, presentado los bovinos mayor reactividad frente al serovar Patoc e
icterohaemorraghia; Porcinos serovar Patoc, Copenhageni y Nicaragua; Caninos serovares
Canicola, Copenhageni; en equinos no se encontraron reactores. Las muestras de orina fueron
analizadas por PCR utilizando el cebador LipL21 y como controles una cepa patdgena y una
saprofita (Control positivo: Especie, Interrogans, Serogrupo Icterohaemorrhagia, Serovar
copenhageni, cepa Wijnber y control negativo Especie, biflexa, Serogrupo Semaranga, Serovar
patoc, cepa patoc 1). De las 62 muestras de orina recolectadas, ninguna resultd positiva a la
prueba. La presencia de sustancias enddgenas en la orina asi como factores asociados a la
conservacién y procesamiento de las muestras pudieron influir en el resultado por PCR.

Palabras claves: Leptospira, MAT, PCR.
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ABREVIATURAS

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

5Fu: 5 fluoracilo.

SFIH: Sindrome febril icterohaemorragico.

Spp: Subespecie.

LipL: Lipoproteinas de la membrana de Leptospira.

bp: Par de base.

MAT: Microaglutinacién de antigenos vivos.

OPS/OMS: Organizacion Panamericana de la Salud/Organizacién Mundial de la Salud.
CEVEDI: Centro veterinario de diagndstico e investigacion.
CNDR: Centro nacional de referencia.

Ac.: Anticuerpo.

EMIJH: Medio para el cultivo de Leptospira Ellinghausen y McCullough modificado por Johnson
y Harris.

PBS: tampon fosfato- solucion salina.

LCR: Liquido cefalorraquideo.

IgM: Inmunoglobulina M; es uno de los cinco isotipos de inmunoglobulinas (G, A, M, E, D).
dNTP: Desoxirribonucledsidos-trifosfato.

MINSA: Ministerio Nacional de Salud.

Taqg: ADN polimerasa termoestable aislada de la bacteria Thermus aquaticus termdfilo.
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INTRODUCCION

La Leptospirosis en una enfermedad infecciosa causada por leptospiras patégenas. Es
una zoonosis bacteriana de amplia distribucién mundial con predominio en regiones tropicales
y ha emergido como un importante problema de salud [1]. Es fundamentalmente una
infeccidn de los animales; afecta mas de 160 especies de animales domésticos y silvestres, que
constituyen el reservorio y la fuente de infeccién al hombre. Las especies mas afectadas son
los roedores y los animales domésticos especialmente el Perro, el ganado Bovino, Porcino y
Equino [2]. La mayoria de las infecciones por Leptospira spp cursan de manera subclinica,
aunque en algunas ocasiones, pueden darse casos de enfermedad grave. La sintomatologia es
inespecifica y comun a un gran nimero de afecciones, observandose ictericia, hemoglobinuria,
hematuria, evidencias de dafio renal, meningitis e incluso mortalidad [3]. Las hembras
prenadas pueden abortar debido a la pirexia mantenida y la produccién lactea practicamente
desaparece [4].

Las técnicas utilizadas para el diagndstico laboratorial de la leptospirosis se pueden
dividir en dos grandes grupos: técnicas indirectas que detectan anticuerpos frente a las
leptospiras, y técnicas directas que se basan en la deteccidn de leptospiras o sus antigenos y/o
acidos nucleicos en los tejidos y/o fluidos corporales [5]. Las técnicas seroldgicas son las
pruebas laboratoriales mas utilizadas tanto para el diagndstico como para la realizacién de
estudios epidemioldgicos. La prueba de referencia recomendada por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) y la Organizacion Internacional de Epizootias (OIE) es la Microaglutinacion
con antigenos vivos (MAT), que se emplea para detectar anticuerpos antileptospira en suero
[6]; es ademas la prueba oficial para la exportacidén e importacion de animales [7]. Esta prueba
es altamente especifica y se puede realizar MAT en diferentes tipos de muestra; no obstante,
presenta una serie de desventajas: no distingue anticuerpos vacunales de los de infeccion [8],
resulta dificil su estandarizacion ya que su valoracidn es subjetiva [9], requiere el
mantenimiento de cultivos de leptospiras [10] y no siempre detecta a los animales infectados,
en especial cuando el serovar implicado es L. hardjo, que presenta como caracteristicas ser
poco antigénico [11]. Presenta sensibilidad limitada en la fase aguda, debido a que los
anticuerpos son detectables alrededor de 7-10 dias de la aparicion de los sintomas y en
general se requiere una segunda muestra de suero para confirmar el caso, lo que retarda el
diagndstico y el tratamiento [11].

La técnica de tincion inmunoquimica mas utilizada es, la inmunofluorescencia, util para
la deteccién de leptospiras en la orina [12]. La técnica de inmunofluorescencia permite
detectar antigenos bacterianos en muestras de tejido animal y el grado de autdlisis de la
muestra tiene menor importancia. Asi, la técnica permite revelar presencia o ausencia de
antigenos, sin importar la presencia o no de lesiones [7]. Su mayor desventaja es que requiere
la produccién de antisueros policlonales de buena calidad y necesita la utilizacion de
microscopio de fluorescencia. [13]

El aislamiento se considera como una de las técnicas mas sensibles para el diagndstico
de la leptospirosis aguda y croénica, tanto en medio de cultivo, como por inoculaciéon en
8



animales de experimentacion. Su mayor desventaja es que requiere mucho tiempo y
laboratorios especializados [9,10, 5, 14, 15]

En la actualidad se han desarrollo técnicas de biologia molecular que juegan un papel
importante en el diagndstico temprano de la leptospirosis, entre estas técnicas encontramos
las técnicas de hibridacion con sondas de ADN marcadas y las técnicas de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR); el cual esta enfocado en la deteccion directa de secuencias blanco de
ADN de leptospiras en muestras clinicas; permitiendo la identificacion de especies de
leptospiras patdgenas y no patdgenas [13], asi como el diagndstico de infecciones agudas [14].
La técnica de PCR actualmente se ha considerado como la mas eficaz para la deteccién de
leptospiras en orina [16, 17]; porque a partir de una muestra pequefia de ADN se puede
obtener una cantidad favorable para el estudio que se va a realizar. Dentro de sus desventajas
la PCR se puede reproducir solamente partes del genoma en donde se conoce por lo menos
una minima secuencia de 20-40 pb, se necesitan “cebadores o iniciadores” especificos que
sean complementarios al fragmento que se desea sintetizar y la polimerizacién puede tener
errores al sintetizar ADN[18].

El presente estudio tuvo por objetivo la deteccion de leptospiras interrogans mediante
el uso de la técnica de MAT y PCR en muestras de suero sanguineo y orina respectivamente, de
animales domésticos de diferentes municipios de Nicaragua.



ANTECEDENTES

La leptospirosis es una enfermedad que fue descrita por primera vez en 1880, en El
Cairo por Larrey y cuyos estudios se siguieron a los de Landuozy en 1883. Fue Weil quien en
1886 la descubrid tras observar minuciosamente cuatro casos clinicos en seres humanos.
Posteriormente la leptospirosis fue designada por Goldschmidt como enfermedad de Weil
[19].

Las técnicas mas utilizadas para el diagndstico laboratorial de la leptospirosis son las
seroldgicas tanto para el diagndstico, como para la realizacidn de estudios epidemiolégicos. La
prueba de referencia recomendada por la OMS y la OIE es la Microaglutinaciéon con antigenos
vivos (MAT), que se emplea para detectar anticuerpos antileptospira en suero [6]; el desarrollo
de técnicas de biologia molecular juegan un papel importante en el diagndstico temprano de la
leptospirosis, con la introduccidon de la técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa ha
permitido la identificacion de especies de leptospiras patdgenas y no patdgenas [20], asi como
el diagndstico de infecciones agudas. En 1944 Kary Banks Mullis, introdujo la técnica PCR para
amplificar secuencias de ADN.

En 1991 en Holanda se desarrolld6 un método mejorado para la deteccion rapida,
especifica y sensible de ADN de Leptospira Interrogans serovar hardjo (subtipo hardjobovis)
por medio de PCR en preparados de muestras de orina en ganado bovino. Para el estudio se
utilizaron 100 vacas libres de leptospiras, 4 vacas infectadas experimentalmente y 2 como
control negativo. Los resultados del PCR detectaron solamente 5-10 células de Leptospira por
ml de orina sin la necesidad de la hibridacién [21].

En 1993 se detectaron leptospiras de varios serovares en sueros colectados en
pacientes utilizando el PCR. EI examen reveld polimorfismo del ADN interespecies entre
leptospiras interrogans y otras especies de leptospiras. Los serovares encontrados fueron
icterohaemorrhagiae, cophehageni, hardjo, pomona, gryppotiphosa [22].

En el afio de 1994 se detectaron Leptospiras patdégenas mediante PCR en orinas de
cerdos y bovinos, amplificando una secuencia de ARN ribosomal [23]. Para el mismo afio se
investigaron muestras de orina de pacientes en diferentes estados de leptospirosis por el PCR,
utilizando este método como una alternativa para el cultivo. En el 90% de los casos fueron
detectadas leptospiras de muestras de orina. Las muestras de orina de pacientes tratados con
antibidticos fueron positivos al PCR. En muestras bioldgicas de rifién de cerdo y bovino fueron
demostradas leptospiras sin requerirse cultivo y aislamiento. Estos trabajos se emplearon en
25 aislamientos de pomona, llegando a la conclusidén que el PCR es una técnica simple y rapida
para deteccion de L. interrogans y el serovar [24].

En 2007 en Brasil se realizd un estudio sobre la deteccidn de Leptospira patégenas en
orina de Ganado infectado de forma natural por PCR anidado, usando el primer LipL32, los
amplicones (497 bp) fueron obtenidos de 21 serovares patogénicos de referencia
pertenecientes a cuatro especies (L. interrogans, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. kirschneri).
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Se tomaron para el estudio 30 muestras de orina, 26 de ganado sospechoso de leptospirosis, 4
de animales sin signos de la enfermedad como control negativo, se realizd cultivos de
Leptospira a 10 de las muestras recolectadas del ganado sospechoso de leptospirosis. EI 80%
de las muestras que fueron recolectadas del ganado sospechoso de leptospirosis dio positivo al
PCR siendo el limite de deteccidon de ADN en las muestras clinicas de 200 pg, el PCR anidado
también detectd todos los serovares de especies de leptospiras patdgenos utilizadas en el
estudio. No hubo amplificacidn de ningln producto de ADN de otra especie de bacteria comun
del tracto urogenital o de la especie no patégena L.biflexa serovar Andamana. El PCR anidado
demostrd una alta especificidad y sensibilidad para la deteccidn de serovares patégenos en la
orina del ganado [25].

En Venezuela (2007) se realizd el diagndstico de leptospirosis mediante la PCR en
pacientes con sindrome febril icterohemorragico (SFIH); el objetivo consistia en evaluar la
utilidad de la PCR en el diagnéstico de la leptospirosis humana, utilizando dos pares de
iniciadores especificos para las leptospiras patdgenas. Se examinaron por la prueba seroldgica
MAT y la PCR muestras de orina y suero de 73 pacientes con SFIH y epidemiologia compatible
con leptospirosis. Muestras de 10 pacientes (55,5%) con diagndstico confirmado de
leptospirosis por MAT resultaron positivas por PCR. El 28% de los sueros de pacientes
clasificados por serologia como casos no confirmados resultd PCR positivo, demostrando el
valor de la PCR en el diagndstico temprano de la leptospirosis humana. La comparacién de los
resultados de PCR en muestras de orina y suero determind una mayor sensibilidad de esta
técnica en muestras de orina. Considerando las diferentes fases de la leptospirosis en el
analisis de los resultados de la PCR, se demostro la utilidad de las muestras de orina en el
diagnéstico precoz de la enfermedad [1].

En Perd (2007) se realizd un estudio sobre la Estandarizacién y optimizacion de la
prueba de PCR dirigida al gen ribosomal (rrs 16S) de Leptospira spp., para luego validar su uso
en muestras de pacientes humanos con sindrome febril captados en zonas endémicas del Peru
como un diagndstico rapido de leptospirosis en muestras de sangre y orina. Se optimizd la
prueba con muestras de ADN de Leptospira de diferentes especies patdgenas y no patégenas,
y se determind en 180 muestras clinicas de pacientes con sospecha de leptospirosis su
sensibilidad y especificidad en comparacion con la prueba de aglutinacion microscopica (MAT)
y ELISA IgM. El PCR estandarizado amplificé el ADN de 25 serovares de seis especies de
Leptospira spp. No amplificd las muestras de ADN de otros microorganismos patégenos. La
sensibilidad y especificidad del método fue 100% in vitro. Su sensibilidad fue de 100% en
muestras de sangre antes de los ocho primeros dias de enfermedad y de 30% cuando el
tiempo de enfermedad fue mayor. Considerando que el PCR en orina tiene una baja
sensibilidad. Siendo mds sensible que las pruebas seroldgicas en los primeros dias de
enfermedad y poco sensible cuando la carga bacteriana es baja en sangre [26].

En el 2010 en Colombia se realizd un estudio sobre la Aplicacién de las pruebas de PCR
convencional simple y multiple para la identificacion de aislamientos de Leptospira spp en
Colombia. El objetivo del estudio consistié en aplicar y validar la prueba de PCR convencional,
usando dos pares de iniciadores descritos previamente y dirigidos a los genes lipL32 (PCR
simple) y secY/flaB (PCR mudltiple), con el fin de evaluar su aplicacidn para identificar especies
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patdgenas y saprofitas de Leptospira spp. Se usaron 22 cepas de referencia internacional y 12
aislamientos colombianos. Se determind el nivel de deteccion de cada pareja de iniciadores, su
especificidad frente a otros microorganismos causantes de enfermedades endémicas en
Colombia y su capacidad de identificar especies dentro del grupo de Leptospira. Obteniendo
como resultado que el limite de deteccién de la PCR simple lipL32 fue una dilucién 1:10000 y
para la PCR multiple secY/flaB fue una dilucién 1:100 para el gen secY y 1:1000 para flaB. La
especificidad de todos los iniciadores fue de 100%. La PCR simple lipL32, mostré amplicones
especificos para 21/22 cepas de referencia mientras, que la PCR multiple secY/flaB lo fue para
18/22 cepas. De los 12 aislamientos colombianos, siete fueron positivos por PCR lipL32 y seis lo
fueron por PCR secY/flaB [27].

12



JUSTIFICACION

La leptospirosis es una enfermedad de caracter zoondtico, representa una gran
implicacion en la salud publica, animal y econdmica del pais. Un brote no controlado de
leptospirosis puede ocasionar muertes y enfermos en seres humanos y animales, siendo estos
ultimos, los que pueden actuar como principales portadores.

En Nicaragua las técnicas que comunmente se utilizan para la deteccién de Leptospira
son las técnicas de MAT y el aislamiento de la bacteria. EIl MAT es una prueba altamente
especifica; sin embargo presenta una sensibilidad limitada en la fase aguda y por lo general se
requiere de una segunda muestra de suero para confirmar el caso, lo que retarda el
diagndstico y el tratamiento. El aislamiento de la bacteria es también una técnica altamente
sensible; pero tarda mucho tiempo, tiene un costo muy alto y se necesita de un laboratorio y
un personal calificado.

Con la introduccion del PCR como una nueva técnica para el diagndstico de
leptospirosis se ha facilitado la deteccidon y confirmacion rapida y especifica de los acidos
nucleicos de microorganismos patégenos en una muestra problema, con la caracteristica de
tener una alta especificidad y sensibilidad, permitiendo también determinar a portadores
asintomaticos siendo de gran utilidad en el diagndstico temprano de la enfermedad. En la
actualidad no se cuenta con muchos estudios en el pais realizados por medio de PCR para la
deteccién de leptospirosis en animales; al ser una prueba que permite una obtencion rapida de
resultados, examinar mayores cantidad de muestras y de ensayos en corto tiempo y sin
necesidad de ningln proceso adicional y ser sistemas cerrados con riesgos de contaminacién
bajos.

De ahi surge la importancia de realizar un estudio para la determinacidn de leptospiras
interrogans implementando de forma conjunta las técnicas de MAT y PCR, puesto que ambas
técnicas son especificas permitiran detectar animales reactores e incluso a portadores
asintomdticos pudiendo ser de gran utilidad en el diagndstico facil, de confirmacién rapida,
especifica y temprana de la enfermedad.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Qué importancia tendria la identificacion de anticuerpos frente Leptospira interrogans en
muestras de suero sanguineo por MAT y la presencia Leptospira interrogans en orina por
PCR en animales domésticos?

14



OBIJETIVOS

General:

o Deteccion de anticuerpos frente Leptospira interrogans en muestras de suero
sanguineo por MATy Leptospira interrogans en orina por PCR de animales domésticos.

Especificos:

. Detectar la presencia de Anticuerpos frente a leptospiras mediante la técnica del MAT
cualitativo.
. Tipificar los serovares de Leptospira encontrados en las muestras de suero mediante la

técnica del MAT cuantitativo.

o Determinar la presencia de Leptospira Interrogans por PCR en muestras de orina de
animales domésticos.

15



MARCO TEORICO

¢QUE ES LEPTOSPIROSIS?

La leptospirosis es una enfermedad comun a los animales y al hombre, causado por
diversos serovares de leptospiras que aparecen en la mayoria de los animales domésticos y
silvestres, ademds de ser una zoonosis importante. La enfermedad causa septicemia, nefritis
intersticial, anemia hemolitica y aborto en la mayoria de las especies, pudiendo provocar
oftalmia periddica en equinos [39]. Los sintomas se presentan segun el curso de la
enfermedad, especie y categoria animal [40]. Es una enfermedad que resulta de la invasidn por
una de las cepas patdgenas de Leptospira y se favorece en los climas tropicales y célidos, y las
zonas humedas.

Es también conocida como Ictericia infecciosa, fiebre de los pantanos, enfermedad de
Weil, renguera, enfermedad de Stuttgar, enfermedad de las ratas, orina roja de los terneros,
fiebre canicola, ictericia espiroquética, entre otras [40].

ETIOLOGIA
Caracteristicas y morfologia:

Las Leptospiras son organismos delgados, dificiles de observar en un microscopio de
luz corriente. Son en forma de espiral 6-20 um de largo y 0.1 um de didametro, con una
distancia promedio entre crestas consecutivas de unos 0.5 um. Por lo general, uno o ambos
extremos del organismo estan curvados en forma de gancho. Por ser tan delgadas, son
bacterias que se visualizan con mayor facilidad con un microscopio de campo oscuro. Son
organismos aerobios obligatorios, mdviles por el uso de filamentos axiales llamados axostilo y
se dividen por fision binaria. En virtud de su estructura en espiral alrededor de su eje axial,
puede haber hasta 20 enrollamientos en funcién de su longitud total. La capacidad de invadir
tejidos estd también facilitada por la producciéon de la enzima hialuronidasa, que altera la
permeabilidad del tejido conjuntivo al hidrolizar el acido hialurénico [9].

Son bacterias Gram negativas, consistiendo en una membrana citoplasmatica y otra
externa. Sin embargo, la capa de peptidoglicano estd asociada con la membrana citoplasmatica
en vez de la membrana externa, algo que es Unico de las espiroquetas. Los dos flagelos de la
Leptospira se extienden desde la membrana citoplasmatica en los extremos de la bacteria, y a
través del espacio periplasmico y son necesarias para la motilidad del microorganismo [40].

TAXONOMIA

El grupo cientifico de la OMS sobre leptospirosis en 1962 y el subcomité de taxonomia
de la Leptospira en 1963, recomendaron que se reconocieran dos especies: L. Biflexa
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(representada por las cepas saprofitas) y la L. Interrogans (representada por las cepas
patdgenas). El serovar es la unidad taxonomia basica y estad representada por una cepa de
referencia. Las bases para la clasificacion de las leptospiras en serotipos las constituyen las
diferencias tecnoldgicas reveladas por las reacciones de aglutinacion con sueros preparados en
conejos. El serogrupo, no es una subdivisién taxondémica; tiene un valor prdctico para
seleccionar los antigenos y antisueros, respectivamente necesarios para el examen sistematico
de sueros y gérmenes aislados y, por consiguiente, para el diagndstico e investigaciones [40].

En 1987 el Dr. Jorge Mazzonelli, experto del Centro Panamericano de Zoonosis de la
OPS planted que la unidad taxondmica basica (taxon Basico) anteriormente llamado serotipo
actualmente se le llama serovar, es una denominacion intrasubespecifica, es decir, que es
incorrecto referirse a Leptospira pomona porque se le asigha una categoria de especie a una
sub-especifica, lo correcto es Leptospira interrogans serovar pomona. Mientras el serovar es el
taxon base, el serogrupo es un ordenamiento que solo tiene fin didactico, es decir que en la
clasificacion real no aparece, solo existe el serovar, agrupandose en los serogrupos, leptospiras
con similitud antigénica entre ellas.

Clasificacion taxonémica
Division: Procariotes.
Clase: Schizomicetes.
Orden: Spirochaetales.
Familia: Leptospiraceae.
Género: Leptospira.

Especies: L. interrogans, L. biflexa [62]

Tabla 1. Especies de Leptospira

Patdogena Saprofitas
L. Interrogans L. biflexa
L. borgpetersenii L. wolbachii
L. noguchii L. parva

L. santarosai
L. alexanderi
I. kirschneri
L. meyeri

L. fainei
L.weilii

L. inadai

Fuentes: Holt, J.G. Baltimore, USA, 1994.
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RESISTENCIA DEL AGENTE ETIOLOGICO

Las Leptospiras son microorganismos que dependen ampliamente de las variaciones
del pH del suelo y de las condiciones ambientales ya sea temperatura o humedad relativa. Son
muy sensibles a la desecacion, luz solar, pH acido y alcalino, ya que un pH menor que 6 o
mayor que 8 tiene caracter inhibitorio sobre el microorganismo. Una temperatura <= 13 2C o
=> 35 2C provoca la muerte rapidamente [39]. Ademas, existen distintas substancias quimicas
de caracter leptospiricidas: fenol al 5 %, alcohol al 70 %, formol al 2%, acido clorhidrico 2%,
emulsidn de creolina al 5%, soda caustica al 2%, durante 5 minutos, solucién al 0,05 % de acido
sulfurico, en 5 minutos. Son muy sensibles a la solucidn hipertdnica de sal comun (2,8%), bilis,
putrefaccion y a la mayoria de los antibidticos in vitro o in vivo como la penicilina,
estreptomicina, aureomicina y los grupos macrélidos [41, 42, 43]. Sensible también a una
temperatura de menos 70°C en nitrégeno liquido.

Si la orina de por si, tiene una reaccion acida las Leptospiras presentes en ellas, pronto
sucumben. Esta probabilidad es la principal razén por la cual la orina humana no disemina la
infeccidn y la orina de ratas, mientras no sea diluida, no tiene mucho riesgo [41]. Pero las
leptospiras viven mds de 16 dias en orina débilmente basica como: del cerdo, vaca y equino
durante diferente periodo, sin embargo, en orina 4cida (carnivoros) mueren rapidamente.

Para la supervivencia en el medio ambiente necesita una humedad alta del suelo, una
temperatura de 25°C, con agua de un pH neutro o ligeramente alcalino y la presencia de
materia organica [44].

Las Leptospiras son resistentes al acido nalidixico, propiedad que puede utilizarse en la
elaboracion de medios de crecimiento para controlar la proliferacion de otros
microorganismos. Ademads, no incorporan el 5-fluorouracilo del medio, por lo que puede
afadirse a los medios para el aislamiento a partir de muestras patoldgicas [44].

ESPECIES SUSCEPTIBLES

Las especies de mayor importancia econdmica son: bovinos, equinos, cerdos, ovejas y
cabras; también afecta en mayor o menor grado a otros animales domésticos y salvajes como:
perros, gatos, venados, mofetas, mapaches, zuriglieyas, musarafas, nusos, canguros,
mangostas, murciélagos, peces, reptiles, ranas, conejos,, zorros, erizos, chacales , nonatos,
ratas y ratones, etc. [39, 43] y por ultimo contribuye una zooantroponosis.
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Tabla 2. Especie animal y serovares que lo afecta

Especie animal Serovares
Bovinos grippotyphosa, pomona, icterohaemorrgagiae.
Porcinos autumnalis, icterohaemorrgagiae, grippotyphosa.
Perro Icterohaemorrhagia
Caballo Pomona
Ciervo Hardjo

Fuentes: Heath S.E. and Johnson, 1994.

FUENTES DE INFECCION

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
abortados etc. Siendo considerada como enfermedad profesional en granjeros, veterinarios,
trabajadores de mataderos, médicos de inspecciéon de carne, trabajadores de control de
roedores.

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 vy
ratones) los mds importantes por su condicién de reservorio natural [41, 42, 44, 46]. Algunos
autores han considerado las garrapatas, aves e insectos como; moscas, mosquitos, etc. [41].

SINTOMATOLOGIA

El periodo de incubacién generalmente es de 2-30 dias y en ocasiones puede ser de 5-
14, los sintomas son muy variables, dependiendo de la especie animal, el serovar infectante, la
virulencia del germen y la inmunidad del hospedero [47].

HUMANO: Las manifestaciones van desde infeccidn subclinica (comun en veterinarios
y cuidadores de animales), o un cuadro anictérico leve que ocurre en la mayoria (90-95 % )
hasta una forma ictérica severa llamada enfermedad de Weil en un 5-10 % de los casos.

Forma Anictérica: Esta fase siempre se presenta de forma brusca suele durar una
semana con signos: fiebre, cefalea, escalofrios, postracion, mialgias, nduseas o vomitos, dolor
abdominal, diarrea, artralgia y a veces meningitis aséptica [39].
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Forma Ictérica: Es la forma mas severa de la enfermedad. Entre sus sintomas, se
pueden mencionar: irritacion conjuntival, insuficiencia renal, ictericia, manifestacion
hemorragica intestinal o pulmonar, arritmia o insuficiencia cardiaca y a veces hemorragia
generalizada.

BOVINO: Cursa con hemoglobinuria, postracidn, anorexia, fiebre, anictérica, abortos
en vacas jovenes y espordadicos y el animal puede curarse posteriormente.

Sobreaguda: Se caracteriza por la apariciéon repentina de fiebre, hemoglobinuria,
ictericia [46], disnea por congestion pulmonar [48], anorexia, [42, 46, 45]. Generalmente,
acaba con la muerte del animal en 3-5 dias, siendo los terneros los mas afectados; aunque en
hembras preifadas provoca aborto por la pirexia y la desaparicién prdcticamente de la
produccidn lactea (sindrome de la caida de la leche) [42]. Los serovares que mas causan esta
forma son: L. grippotyphosa, L. pomona, L. icterohaemorrhagiae y L. autumnalis, por lo que
nunca se producen el portador crénica; por ser clasificado como serovares no adaptados [48].

Aguda: Es frecuente en los terneros, casi siempre mortal. Presenta: anorexia, laxitud,
fiebre, 40,5-41,5°C, posteriormente se presenta la hemoglobinuria, ictericia, septicemia,
hemorragias petequiales en todas las membranas mucosas, anemia [39, 47]. Al principio, se
puede presentar diarrea, en algunos casos sanguinolentas y/o amarillentas y con olor fétido,
pero mas tarde puede haber estrefiimiento, rara vez afecta a los adultos.

Subaguda: Lo mismo que la forma aguda pero de menos severidad, puede ser
subclinica excepto en los animales gestantes y/o en lactacion, en los que pueden aparecer
abortos y sindrome de la caida de la leche [42] y a veces la leche parece contener coagulos de
sangre y el recuento de sus células blancas son muy altos [47]. El aborto puede ocurrir de 3-4
semanas después de la infeccion [43].

Forma crénica: Casi siempre estad relacionado con L. hardjo y en algunos casos L.
pomona sin manifestacion clinica [39, 47]. Caracterizada por la aparicion de abortos, retencion
de placenta, mortinatos, nacimientos de animales débiles [42, 46]. El aborto puede ocurrir en
esta Ultima etapa de la gestacién entre 6-9 meses y el animal elimina el germen por la orina
durante un largo periodo [47].

CERDO: La mayoria de los casos es inaparente o subclinica. Presenta sintomas como:
anorexia, perturbaciéon del equilibro, ictericia, hemoglobinuria, convulsién, trastornos
gastrointestinales, paralisis progresiva, disminucién del peso y produccion lactea [53, 48]. La
forma crdnica es la de mas connotacién en esta especie por presentar: aborto, nacimiento de
crias débiles, infertilidad [39, 47] casi siempre provocado por L. pomona.

OVINO - CAPRINO: Las epizootias en estas especies son muy raros, especialmente en
el caprino. Muchos de los animales afectados aparecen muertos, aparentemente por
septicemia [55]. Animales enfermos presentan: fiebre, anorexia, disnea, ictérica,
hemoglobinuria, palidez de las mucosas, infertilidad, nacimiento de crias débiles o muertos y
aborto [54]. Pueden presentarse forma crénica con pérdida de la condicién corporal, pero el
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aborto parece ser una manifestacion exclusivamente asociada a la forma aguda de la infeccidn
por los serovares pomona y hardjo.

CANINOS (PERRO Y GATO): 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 una etapa
posterior puede haber gastroenteritis hemorragica y nefritis aguda. En la forma subaguda o
crénica se desarrolla vomito, inapetencia, postracidon y anemia debido al fallo renal progresivo
[47].

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 pdrpados,
lagrimeo y fotofobia donde se puede observar hepato-nefritis, muchas veces se presenta

abortos en el ultimo tercio de la gestacion. La oftalmia periddica estd considerada como una

complicacién de la Leptospirosis y se caracteriza por iridociclitios.

DIAGNOSTICO
Diagndstico 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 vacunacién contra la Leptospirosis.

Diagndstico clinico

Tiene un caracter presuntivo y se realiza fundamentalmente a través de los signos y
sintomas que presenten los animales y el humano [46, 48].

Diagndstico de laboratorio

Las muestras de animales vivos utilizadas para el diagndstico de la enfermedad son
sangre y leche en la fase aguda; y orina en la fase crdnica. De los fetos, los 6rganos de eleccion
son: higado, rifién, cerebro, glandula adrenal y pulmén, asi como cualquier fluido interno [46].
Los animales muertos y sacrificados, las muestras que se deben enviar son: cerebro, médula
espinal, LCR y ojo cuando hay sintomas nerviosos, y la mayoria de los dérganos
parenquimatosos en los casos que cursan con ictericia (higado, rifidn, bazo etc.) [46, 47] y la
vejiga y su contenido, humor acuoso, aborto y contenido estomacal. Las muestras postmortem
mas adecuada son: rifidn (parte cortical), higado, bazo, asi como sangre de corazén o liquido
cefalorraquideo, humor acuoso, liquido peritoneal, cerebro, fetos abortados, semen y leche
materna, deben preservarse congelados en glicerol a partes iguales.

21



El diagndstico debe basarse en el conocimiento de la patogenia del microorganismo,
asi como de sus propiedades. Estos métodos se pueden dividir en:

. TECNICAS 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 eleccién. El mayor problema que presenta son los niveles de
anticuerpos, aunque se mantengan durante anos, alcanzan niveles tan bajos en animales y
personas infectados cronicamente que no siempre se detectan , ademas en los casos de
infeccion por serovares adaptados un porcentaje de los animales pueden no presentar
respuestas con anticuerpos [46].

A) MAT.

Es el método serolédgico de referencia; técnica que fue ideada por Martin en 1917 y
Pettit 1918 quienes lograron describir el fendmeno de aglutinacidn vy lisis con suero; a partir de
esa fecha este método ha sido modificado y mejorado pro distintos autores tales como:
Schiffner 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 liguido de EMIJH con enriquecimiento, y es el mads utilizado
cotidianamente [46, 45, 49].

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

Es necesario determinar el punto de corte, titulo por debajo del cual es considerado
que la aglutinacién es debido a reacciones inespecificas. El punto de corte mds recomendado
para Nicaragua para confirmar casos de Leptospirosis en animales es el titulo 1:400, ya que en
diluciones menores el 90% de las muestras de suero de los animales resultan positivos a la
prueba [50].

Al igual que otras pruebas serolégicas, para diagnosticar una infeccién 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 seroconversidn, se considera de valor diagndstico un
cambio en el titulo de al menos, cuatro veces el titulo inicial [50]. Es una prueba
principalmente de rebafios, pues la obtencidn de titulos individuales frente a las leptospiras, se
considera poco significativo [46, 50].
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A pesar de ser la prueba mas recomendada y extendida, presenta una serie de
desventajas: no distingue anticuerpos vacunales de los de infeccidn, resulta dificil su
estandarizacidon ya que su valoracion es subjetiva [43, 45], requiere el mantenimiento de
cultivos de leptospiras [43] y no siempre detecta a los animales infectados, en especial cuando
el serovar implicado es L. hardjo, que presenta como caracteristicas ser poco antigénico [43,
45].

Para llevar a cabo MAT es necesario utilizar cultivos de 4-8 dias, ya que esto nos
permitird obtener resultados mas confiables y no tendremos titulos por debajo, lo cual, se
debe a reacciones especificas.

B) 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 aglutinacién que se produce es
semicuantitativa y puede leerse a simple vista. Esta reaccién es menos especifica que MAT,
menor nivel de titulos obtenido, mayor reaccidn 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 reacciéon
entre anticuerpos de la infeccion reciente y tardia, pero tiene una buena reaccion temprana de
la enfermedad que MAT.

Q) 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 epidemioldgica para diagndstico 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 diferenciacidon de serovares y no detecta
niveles bajos de anticuerpos [49].

D) ELISA:

Esta técnica puede detectar anticuerpos tanto en tanque de leche [48] como en el
suero. Es capaz de detectar la IgM durante la primera semana de la enfermedad y la deteccidn
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 [43], es facil de estandarizar los
antigenos, pueden almacenar durante meses, no tiene ningln riesgo para los técnicos y pocas
reacciones cruzadas, tampoco diferencia los anticuerpos vacunales de las infecciones [43]. A
pesar de que es una prueba muy eficaz, alin no estd considerada como prueba oficial.
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E) Aglutinacidén macroscépica

Pocos autores la recomiendan debida a su falta de sensibilidad y porque no es capaz
de determinar el serovar [49]

F) Aglutinacién en microcapsula

Se utiliza antigeno leptospiral transportado en microcdpsulas de un polimero sintético.
Los autores la consideran como una prueba muy especifica y sensible [51]. En una evaluacion
internacional fue mas sensible que MAT o ELISA-IgM en la fase aguda de la enfermedad, pero
no puede detectar infecciones causada por otros serovares [51]. Se puede trabajar sin la
modificacién del suero de otras especies animales.

G) Hemoaglutinacion indirecta (HA)

Es una prueba serolégica género-especifica de alta sensibilidad y solamente detecta las
IgM. Utiliza eritrocitos de ovejas o del grupo sanguineo O humano. A pesar de que 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.

TECNICAS DIRECTAS
A) Observacién en microscopio de campo oscuro

Este método se realiza para la observacién de leptospiras en los fluidos orgdnicos. Es
dificil debido al gran nimero de artefactos que, por su parecido con las leptospiras, pueden
crear confusién [48]. Ademas precisa que haya un gran nimero de microorganismos en las
muestras [48, 44, 46].

B) Tincién Argéntica:

Dentro de este grupo podemos considerar diferentes técnicas, como: la técnica de
Warthing-Starry y sus modificaciones y la técnica de Steiner y Steiner. Se utiliza para la
demostracién de Leptospiras en los drganos de animales presumiblemente muertos por
leptospiras [50]. La presencia de leptospiras en fetos abortados y mortinatos son indicadores
claros de que es una infeccién activa en el feto y crénica en la madre, considerando de valor
diagnostico [50]. Ademas de su baja especificidad y sensibilidad [50], presenta las mismas
inconveniencias que la anterior.
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Q) Técnicas de tincion Inmunohistoquimica:

Tienen baja sensibilidad, por lo que son poco adecuados para el diagndstico de
portadores crénicos, lo que depende del nimero de microorganismos en la muestra [50]

¢ Inmunofluoresencia: Es mds adecuada para la deteccion de leptospiras que las
anteriores [49]. Casi siempre se utiliza en el diagndstico para los casos de abortos [49, 44] y de
la presencia de Leptospiras en sedimentos de orina [44]. Su mayor desventaja es que requiere
la produccién de antisueros policlonales de buena calidad y necesita la utilizacion de
microscopio de fluorescencia. [49]

¢ Inmunoperoxidasa: Es mas rapida y asequible que la anterior ya que no precisa de
un microscopio de fluorescencia [49].

e Marcado de particulas de oro: Al igual que las anteriores, depende del nimero de
microorganismos y poco sensible [46].

D) 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, hibridacién de ARN, marcado con radio y PCR con
mayor efectividad en la orina [51].

E) Aislamiento

Para muchos autores, es la técnica mas sensible para el diagndstico de leptospiras,
ademas es la que confirma la presencia del germen, tanto en casos agudos como crénicos [43,
49, 50, 44], a pesar de que requiere mucho tiempo y de laboratorios especializados [43,46].

La inoculacién en animales de experimentacidn puede considerarse una forma especial
del aislamiento y esta considerada como la técnica mas sensible por algunos cientificos [44].

También existen otros métodos pero no de amplio uso en el mundo como: Prueba
Hemolitica  (HL), Contrainmunoelectroforesis (CIE), Inmunoabsorcion  Magnética,
Hibridizacionde ADN., Absorcion de antigeno inmunomagnetica etc.

F) REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La reaccién 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 [52], cuyo objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN
particular, partiendo de un minimo; a partir de una Unica copia de ese fragmento original, o
molde.
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Sirve para amplificar un fragmento de ADN; su utilidad es que tras la amplificacion
resulta mucho mas facil identificar con una muy alta probabilidad virus o bacterias causantes
de una enfermedad, identificar personas (caddveres) o hacer investigacion cientifica sobre el
ADN amplificado. Estos usos derivados de la amplificacion han hecho que se convierta en una
técnica muy extendida.

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 replicacién vy, a
continuacién, dejar que vuelvan a unirse a polimerasas para que vuelvan a duplicarlas [53].

Inicialmente la técnica era lenta, ya que las polimerasas se desnaturalizaban al realizar
los cambios de temperatura y era necesario agregar 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
aquaticus (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 correccién de errores (Pfu, Vent) [54].

Actualmente el proceso de la PCR esta automatizado mediante un aparato Ilamado
termociclador, que permite calentar y enfriar los tubos de reaccion para controlar la
temperatura necesaria para cada etapa de la reaccidn. 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
investigacion médica y bioldgica en varios paises para una gran variedad de aplicaciones. Entre
ellas se incluyen la clonacidén de ADN para la secuenciacion, la filogenia basada en ADN, el
analisis funcional de genes, el diagndstico de trastornos hereditarios, la identificaciéon de
huellas genéticas (usada en técnicas forenses y test de paternidad) y la deteccion y diagndstico
de enfermedades infecciosas. Sin embargo, en Nicaragua en la actualidad no se ha trabajado a
profundidad como método de diagnédstico en laboratorios veterinarios [61, 62].

OPTIMIZACION DE LA PCR
En la practica, la PCR puede fallar por varias razones, entre ellas:

1. La PCR es una técnica de gran sensibilidad, es decir, necesita una minima cantidad de
ADN para obtener un gran numero de copias, asi que puede ser propensa a errores en
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condiciones inadecuadas de esterilidad, que conduzcan a la amplificacion de ADN no
correspondiente a la muestra a analizar (y por tanto a conclusiones inciertas). La
contaminacidon con ADN extrafios puede solucionarse con protocolos y procedimientos que
separen espacialmente distintas etapas, y la limpieza exhaustiva de la superficie de trabajo
entre la realizacidn de una PCR Yy la siguiente.

2. Las técnicas de disefio de cebadores son importantes en la mejora de la obtencién de
productos de PCR y en evitar la formaciéon de productos falsos.

INHIBIDORES DE LA PCR:

La PCR es una técnica que brinda innumerables ventajas; su capacidad de multiplicar la
porcién del ADN buscada (alta sensibilidad), la utilizacién de cebadores que reconocen una
secuencia Unica elegida, propia de cada microorganismo (gran especificidad) asi como su
rapidez comparada con algunas técnicas tradicionales. Al mismo tiempo a pesar de sus grandes
ventajas podemos ver que existe gran probabilidad de obtener resultados falsos positivos por
contaminacidén con productos de amplificaciones anteriores (amplicones) lo que hace
necesario realizar una cuidadosa evaluacién de sus resultados asi también la estandarizacion
de la técnica con el propdsito de obtener resultados confiables.

La presencia de substancias enddgenas que se encuentran en la orina pueden inhibir la PCR,
por lo que es necesario un adecuado procesamiento y mantenimiento de la muestra de orina
[36]:

1. La DNA de Taq polimerasa puede ser inhibida por diversos factores, iones libres de
magnesio, la hemoglobina, sales biliares, los polisacaridos acidos de las glicoproteinas
y extremas variaciones de pH; el fenol y cloroformo, que a menudo es utilizado para la
extraccién y purificacién del ADN, también son considerados como inhibidores.

2. La Leptospira es sensible al acido a pH: 6.8 0 menos de 6, por lo que en orinas con
medios 4cidos se observa amplificacién de leptospiras.

3. La presencia de células epiteliales, leucocitos y cristales disminuye la sensibilidad.

4. La congelacion y descongelacién de las muestras de orina antes del proceso ha dado
resultados negativos en la deteccién de Leptospira por PCR.

5. Algunas bacterias se lisan durante el almacenamiento de la orina y, en consecuencia,
su ADN se puede perder con el sobrenadante después centrifugacién para concentrar
los microorganismos.
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ESTRATEGIAS QUE PUEDEN TOMARSE EN CUENTA PARA LA DETECCION DE LEPTOSPIRAS EN
ORINA MEDIANTE LA TECNICA DE PCR:

1. Centrifugar las muestras de orina a 3.000 rpm a temperatura ambiente para eliminar
células epiteliales, leucocitos y cristales presentes en orina.

2. Agregar una etapa de lavado con agua destilada después de recoger las leptospiras por
centrifugacion y antes de hervir.

3. La neutralizacidn de la orina inmediatamente después de su recoleccion, para evitar la
pérdida de ADN en el paso de lavado; se utilizan diferentes soluciones Tris 1M o NaOH
0,2 siendo el tampdn fosfato- solucién salina (PBS) el que da mejores resultados.

4. Segun trabajos en la deteccidn de Leptospira por PCR en muestras de orina humana la
inclusion de albuimina sérica bovina al 0,1% en la mezcla de reaccion minimiza la
interferencia de otros compuestos inhibidores y también aumenta la estabilidad en la
solucion de Tag ADN polimerasa.

5. Congelacion de la orina: las muestras de orina que van a ser probadas por PCR para la
deteccién de leptospiras tienen que ser neutralizados y lavarse antes de su
almacenamiento a-20 2 C; en el caso de las muestras no se procesen en el mismo dia,
pueden ser almacenados a 5 2 C hasta el dia siguiente, después de la neutralizacion
[37].

APLICACIONES:

La técnica de la PCR tiene diversas aplicaciones: ya en ciencia basica, como herramienta de
deteccion y/o generacion de conjuntos de fragmentos de ADN de interés o como ciencia
aplicada, como elemento resolutivo en si mismo, por ejemplo en diagndstico clinico.

Investigacion

La PCR convencional se emplea como base para multitud de técnicas en el laboratorio
debido a su robustez y rapidez. De este modo, la PCR de punto final permite controlar y
detectar los fragmentos de ADN de interés.

Una aplicacion de la PCR de extrema importancia es la clonacidn de secuencias de ADN
en vectores, como pueden ser los plasmidos. Para ello, se emplean cebadores que contienen
en su extremo 5' una corta secuencia que permite la interaccion posterior con otra
complementaria situada en el vector de clonacidn a emplear [54].
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Medicina
En medicina, la PCR se emplea fundamentalmente como herramienta diagnostica [55]:

. Permite el genotipar la especie o especies que provocan un determinado cuadro
infeccioso: amplificando una zona del genoma bacteriano cuyo producto de PCR posea unas
caracteristicas de tamafio o temperatura de fusién que permitan identificarlo de forma
inequivoca [56].

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Es necesaria una buena anamnesis que abarque los antecedentes particulares y/o animales
patolégicos de 15-20 dias anteriores a la presentacion de la enfermedad.

Bovinos: Se deben diferenciar con cuadros que cursan con: hemoglubinuria,
hematuria, hemdlisis, aborto, mamitis y disminucion de la produccidon lactea como:
Anaplasmosis, Babesiosis, Pasteurellosis, Brucelosis, Listeriosis, Vibriosis, Trichomoniasis,
Toxoplasmosis, Intoxicacion por cobre, Hemoglubinuria posparto [39, 49] vy 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, etc.
[49, 39]

Equino: Anemia Infecciosa Equina, Salmonelosis, Babesiosis, Tripanosomiasis, Artritis
viral equina, Rinoneumonitis viral equina y la causada por streptococcu genitalium [39].

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 disfuncidn organica
multiple.
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DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio:

Es de tipo descriptivo de corte transversal.

Cepas de leptospiras:

Se usaron 30 cepas de referencia internacional (Instituto Royal, Holanda) (Anexo 1).
Las leptospiras se subcultivaron semanalmente a 302C en medio EMJH previamente descrito
por Jhonson y Harris [29].

Tamafio de la muestra:

Se recolectaron muestras de 62 animales domésticos (62 muestras de orina y 56
muestras de suero sanguineo) provenientes de diferentes localidades de distintos municipios
de Nicaragua.

Seleccion de las muestras:

Las muestras fueron tomadas de animales que convivian en casas o fincas donde se
diagnosticaron casos positivos de leptospirosis en humanos del occidente del pais confirmados
laboratorialmente por el sistema de vigilancia del Ministerio de Salud (MINSA). La seleccion de
las casas o fincas fue por conveniencia y los animales fueron seleccionados aleatoriamente.

1. Criterios de Inclusion:

¢ Animales de casas o fincas con casos de humanos positivos confirmados laboratorialmente
por el MINSA.

¢ Consentimiento de los propietarios de los animales en la participacion en el estudio.

¢ Animales domésticos (caninos, bovinos, equinos y porcinos) mayores de 3 meses de edad.
2, Criterios de Exclusion:

e Viviendas donde no se diagnosticaron casos de leptospirosis laboratorialmente.

e Indisposicién de participar en el estudio.

¢ Animales de otras especies y menores de 3 meses.
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Toma de muestras:

Para la recoleccién de orina, se les administré con anticipacién a los animales una
dosis de diurético a razdon de 2.5 mg/kg de peso, por via endovenosa y se esperd un tiempo de
5 minutos. Posteriormente se procedid a realizar la toma de la muestra por cistocentesis con
jeringas estériles en caninos y porcinos, y por estimulaciéon directa en bovinos y equinos.
Recolectdndose aproximadamente 3 ml de orina que fueron depositadas en un tubo cdnico de
15 ml con o sin EMJH+5F

uorouracilo.

Para la toma de sangre se realizd puncion venosa, en cerdos (vena cava), caballos
(vena yugular) y caninos (vena radial); en el caso de los bovinos se extrajo a partir de las
arterias coccigeas.

Conservacion de las muestras:

Las muestras de orina fueron conservadas en medios de cultivos EMJH+5fu e
incubadas a una temperatura de 30°C. [29]

Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos, depositando
el suero sanguineo en microviales de 1,5 ml para su andlisis o almacenadas a -20°C.

Serologia

Las muestras de suero de pacientes se analizaron mediante el método de referencia de
MAT en la que se emplearon 11 serovares de leptospiras como antigenos vivos (Anexo 1) de
acuerdo a lo recomendado por la Organizacion Panamericana de la Salud/Organizacion
Mundial de la Salud (OMS/OPS) y la OIE [30]. Se consideraron casos confirmados de
leptospirosis los sueros con titulo de anticuerpos mayor o igual a 1:400.

Deteccion directa de leptospiras a partir de muestras de orina

Extraccion del ADN:

Las muestras de orina con o sin EMJH+5 Fluorouracilo fueron centrifugadas
previamente a 12000 rpm x 20 minutos, extrayendo el sobrenadante y lavando dos veces con
agua destilada estéril (100 pl); se realizé una segunda centrifugacién a 12000 rpm x 20 minutos
y se calentd a 962C x 10 minutos. Luego se almacend a -202C hasta su andlisis.
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Reactivos
Para realizar la técnica se necesitan [54]:
1. Los 4 desoxirribonucledsidos-trifosfato (dNTP), sustratos para polimerizar nuevo ADN.

2. Los cebadores LipL21, oligonucledtidos que son, cada uno, complementarios a una de
las dos hebras del ADN.

3. lones divalentes. Se suele usar magnesio (Mg2+), agregado cominmente como cloruro
de magnesio (MgCl2), o algun otro catidn divalente. También se puede emplear manganeso
(Mn2+).

4. lones monovalentes, como el potasio.

5. Una solucion tampdn (buffer) que mantiene el pH adecuado para el funcionamiento de
la ADN polimerasa.

6. ADN polimerasa (polimerasa Taq).
7. ADN molde extraido de las muestras de orina.
8. Termociclador.

PCR:

La amplificacion de la regién LipL 21. Esta regidn corresponde a la segunda proteina en
preponderancia relativa en la superficie celular de Leptospira sp, es un fragmento
inmunogénico, util para inducir una respuesta inmunitaria frente a especies patégenas de
Leptospira y proporciona también una diana diagndstica en la leptospirosis [28], esta proteina
es especifica para las Leptospiras interrogans. Se utilizaron los siguientes cebadores: forware:
GGGGTACCAGTACTGACACAGGACAAAA y reverse: AACTGCAGACCTCTTGAGCTTTTGCTAC,
tomando 2 ul de la extraccion de ADN de cada muestra, del control positivo (Especie,
Interrogans, Serogrupo Icterohaemorrhagia, Serovar copenhageni, cepa Wijnber) y 2 ul de
control negativo (Especie, biflexa, Serogrupo Semaranga, Serovar patoc, cepa patoc 1), se
mezclé con 23 ul de la solucién madre conteniendo 12.5 pl de Master Mix 2x (Fermentas), 1 pl
de los cebadores LipL21 (20 pmol, Invitrogen), y 8.5 pl de agua libre de nucleasas (Fermentas)
para un volumen final de reacciéon de 25 pul. El programa se configuré en un termociclador
(AppliedBiosystem 2720) a 30 ciclos en 94°C por 2 minuto, 55°C por 2 minutos, 72°C por 3
minutos y al final una extensidn de 72°C por 7 minutos, para obtener un producto de 507 bp y
se reveld en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio. Luego de observar el gel en un
transiluminador UV, una muestra se considerd positiva al revelarse la banda de 507 bp
esperada con el iniciador LipL 21, y que el control negativo no revelara ninguna banda.
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Analisis de los resultados:

Para el andlisis de los resultados se utilizé Microsoft Excel por medio de graficas de
columna; comparando valores entre categoria; considerando como animales reactores a
leptospirosis por MAT aquellos con titulo mayor o igual a 1:400; y muestras positivas a PCR si
amplificaron bandas de 507 bp con el primer LipL21 utilizado.
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RESULTADOS

e Seroldgicos:

De las 56 muestras de sangre recolectadas en animales domésticos se obtuvo un
42.85% (24/56) de reactores a leptospirosis y un 57.14% (32/56) de animales no reactores a
Leptospira.

La distribucién de los animales reactores se refleja en la siguiente grafica (Grafica 1).

Grafico 1. Distribucion de animales reactores
al MAT por especie.
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De los 24 animales positivos, se les realizd la prueba del MAT cuantitativo para la
determinacion del serovar, obteniéndose los siguientes resultados. Equinos no demostraron
ser reactores a Leptospira. (Grafica 2)
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Grafico 2. Distribucidn de los serovares por
especie.
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Para la tipificacion de los serovares, se utilizaron diluciones de 1/400 hasta 1/6400,
obteniéndose los siguientes resultados: (Grafico 3)

Grafico 3. Diluciones de MAT utilizadas en el

estudio
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La distribucién de los animales reactores por municipio se refleja en la siguiente grafica
(Grafica 4)
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Grafico 4. Distribucion de animales reactores
a Leptospirosis por municipio
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e Resultados del PCR:

Con el fin de verificar la especificidad de los iniciadores, se examiné por PCR el ADN de
las cepas de leptospiras patogenas y el de las no patdgenas las cuales fueron utilizadas como
controles (Control positivo: Especie, Interrogans, Serogrupo Icterohaemorrhagia, Serovar
copenhageni, cepa Wijnber y control negativo Especie, biflexa, Serogrupo Semaranga, Serovar
patoc, cepa patoc 1). Al amplificar con el iniciador LipL 21 se observé una banda de 507 pb en
la cepa del control positivo perteneciente a la especie de leptospiras patégenas, a excepcion
del control negativo perteneciente a la especie L. biflexa, las cuales no amplificaron con el
iniciador LipL 21.

Figura 1. Productos de PCR. Gel de agarosa al 2% mostrando los amplicones 507 bp. M:
Marcador 100 bp (Roche Biochemicals); CP: control positivo (cepa); CN: control negativo

(cepa).
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De las 62 muestras de orina colectadas de animales domésticos, ninguna resulto
positiva a la técnica de PCR.
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DISCUSION

El objetivo principal de este estudio fue la deteccién de Leptospira interrogans en
muestras de sangre y orina de animales domésticos de diferentes municipios de Nicaragua
mediante las técnicas de PCR y la prueba MAT, utilizada en la confirmacién de casos, pues es
considerada la prueba “Gold Standard” o de referencia [30, 31]

Basados en los estudios realizados en la deteccién de Leptospira por Salgado, Gabriela
2007 y Brand, Manuel et. al 2009 se observd una seroprevalencia de 56% y 35%
respectivamente; los resultados de este estudio presentaron una seroprevalencia de 42.85%
de 24 de 56 muestras de suero de animales domésticos, lo que demuestra que la enfermedad
de leptospirosis es endémica en municipios del occidente de Nicaragua y San juan de Limay
(Esteli). En nuestro estudio se realizd un control de foco tomando muestras en casa/fincas con
casos positivos confirmados en humanos, similar al estudio de San Juan de Limay, mientras
que la diferencia entre la prevalencia encontrada en Leona puede ser debida a que el
muestreo se determind a un control de brote.

De la distribucidn de animales reactores se obtuvo en Bovinos un 35.90%, porcinos
55.50%, caninos 41.67%, los resultados de nuestro estudio son mds altos en la especie Bovina
y Porcina que los reportados por Brand, Manuel et. al 2009 y Marin, Yamil 2008; a diferencia
de la especie equina que en nuestro estudio ninguno demostro ser reactor al MAT pero en el
estudio de San Juan de Lima, Sauce y Achuapa tuvieron un alto porcentaje de reactores
equinos 41.6% y 76% respectivamente; esta diferencia en los porcentajes puede ser debida al
tamafio de la muestra de estudio, a diferencias de las zonas donde fueron tomadas las
muestras ya que los Bovinos y Porcinos fueron las dos especies que se encontraron con mayor
frecuencia en las casas/fincas para la toma de muestras.

Para la tipificacidn de los serovares se utilizaron diluciones de 1/400 hasta 1/6400; los
24 animales que dieron reactores por la prueba de referencia MAT presentaron mayor niumero
de animales reactores frente a los serovares, obteniéndose los siguientes resultados: Bovinos
serovar Patoc (titulaciéon 1/400 y 1/800) e icterohaemorraghia (titulacion 1/400, 1/1600 vy
1/6400); Porcinos serovar Patoc(titulacion 1/400 y 1/800), Copenhageni (titulacion 1/400) y
Nicaragua (1/400); Caninos serovares Canicola (1/6400), Copenhageni titulacion 1/400);
equinos ninguno fue reactor a MAT. En el estudio Brand, Manuel et al 2009 se obtuvieron
resultados similares a nuestro estudio; esto puede deberse a las caracteristicas geograficas
similares de las zonas muestreadas que favorezcan la presencia de la bacteria, asi como
caracteristicas de manejo, los serovares encontrados en ambos estudios corresponden a lo de
tipo especifico de especie.

De los 8 municipios que fueron muestreados para este estudio, dos de ellos fueron los
gue presentaron mas reactores; Quezalhuaque y San juan de Limay con 6 animales reactores
cada uno, seguido por Achuapa con 3 animales siendo La Leona el municipio el que obtuvo un
animal reactor; como observamos existe una gran diferencia de animales que resultaron
positivos por especies entre cada region esto puede deberse a la cantidad de animales que se
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les tomo la muestra para luego estas ser seleccionadas al azar para el estudio, las diferencias
de cada zona donde se realizé la toma de muestra asi como las caracteristicas de manejo que
favorezcan la presencia de la bacteria, incluyendo ademdas que existen hospedadores de
mantenimiento y accidentales los cuales son distintos para cada regién.

Han sido descritos diferentes iniciadores para la deteccién de leptospiras mediante
PCR, algunos basados en secuencias génicas especificas [33, 34, 35]. En este estudio se
utilizaron el iniciador LipL 21 que amplifica una secuencia especifica de las especies patdgenas
L. interrogans, la PCR con el primer usado presentd una especificidad de 100% en muestras
controles; sin embargo no detecté ADN de Leptospira interrogans en las 62 muestras de orina.
Esta baja sensibilidad puede ser debida al efecto de agentes inhibidores en orina u otros
factores capaces de inhibir la PCR, por lo tanto las muestras positivas puede pasar
desapercibida debido a los resultados falsos negativos [36].

Segun estudios realizados por Universidad Federal de Minas Gerais, Brasil indica lo
siguiente: “Debido a las sustancias enddgenas presentes en la orina puede inhibirse el PCR,
algunas bacterias se lisan durante el almacenamiento de la orina y, en consecuencia, su ADN
puede perderse con el sobrenadante después centrifugacion para concentrar los
microorganismos. La Leptospira es sensible al medio acido (pH 6.8 o menor de 6) por lo tanto
la muestra debe de ser neutralizada inmediatamente después de la recoleccion, para evitar
la pérdida de ADN bacteriano en el paso de lavado. La presencia de células epiteliales,
leucocitos y cristales del magnesio libre iones, la hemoglobina, las sales biliares, los
polisacaridos acidos de las glicoproteinas son también inhibidores por lo que deben de ser
eliminados de las muestras para lograr las amplificaciones del ADN; asi como El fenol y
cloroformo, a menudo utilizado para la extraccion y purificacion del ADN, también son
considerados como inhibidores” [36], lo que confirma lo antes mencionado.
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CONCLUSIONES

. Segun los resultados obtenidos por medio de la técnica MAT cualitativo de las 56
muestras de suero tomadas de animales domésticos 24 presentaron anticuerpos frente a
Leptospira, siendo reactores a Leptospirosis.

. Mediante MAT cuantitativo pudimos tipificar los serovares de Leptospira de los 24
animales que dieron reactores por la prueba de referencia MAT, presentaron mayor
reactividad frente a los serovares Nicaragua cepa 1011, Canicola cepa Hond Utrecht IV,
Hebdomadis cepa Hebdomadis, Icterohamorrhagia cepa RGA, Copenhageni cepa MZ20,
Copenhageni cepa Wijnberg, Pomona cepa Pomona, Pyrogenes cepa Salinem, Patoc cepa
Patoc 1.

o Mediante PCR no se pudo determinar la presencia de Leptospiras Interrogans en
muestras de orina de animales domésticos, consideramos que la accion de agentes inhibidores
en orina u otros factores fueron capaces de inhibir la PCR.

40



RECOMENDACIONES

o Para un diagndstico exitoso de Leptospirosis en muestras de orina por PCR en animales
domésticos es necesario tras colectar la muestra de orina, estas deben de ser sometidas a un
correcto procesamiento y almacenamiento, eliminando agentes inhibidores en orina u otros
factores capaces de inhibir la PCR.

. Las muestras de orina que van a ser procesadas por PCR para la deteccion de
leptospiras, tienen que ser neutralizados inmediatamente después de su recoleccién y lavarse
antes de su almacenamiento a -20°C, procurando que las muestras deban procesarse en forma
rapida.

. Dar continuidad al estudio de PCR como una alternativa de diagndstico de leptospirosis
en animales domésticos procurando que las muestras deben procesarse con el protocolo
adecuado para cada tipo de muestra para evitar la degradacién de ADN.
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ANEXOS



ANEXO 1. SEROVARES DE LEPTOSPIRA SP. UTILIZADOS EN ESTE ESTUDIO

ESPECIES SEROGRUPO SEROVAR CEPA
1 L. interrogans Australis Australis Ballico
2 L. noguchii Australis Nicaragua 1011
3 L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A
4 L. borgepetersenii Ballum Castellonis Castellon 3
5 L. interrogans Bataviae Bataviae Swart
6 L. interrogans Canicola Canicola Hond uterecht iv
7 L. Weilii Celledoni Celledoni Celledoni
8 L. kirschneri Cynopteri Cynopeteri 3522c
9 L. interrogans Djasiman Djasiman Djasiman
10 L. kirschneri Grypptyphosa Grypptyphosa Moskva v
11 L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
12 L. interrogans Icterohaemorrhagia Icterohaemorrhagia | Rga
13 L. interrogans Icterohaemorrhagia Copenhageni M20
14 L. interrogans Icterohaemorrhagia Copenhageni Wijnberg
15 L. interrogans Icterohaemorrhagia Icterohaemorrhagia | Kantorowic
16 L. borgepetersenii Javanica Javamca Veldrat batavia
17 L. noguchii Louisiana Louisina Lsu1945
18 L. weilii Manhao Qingshui L 105
19 L. borgepetersenii Mini Mini Sari
20 L. noguchii Panama Panama Cz214
21 L. interrogans Pomona Pomona Pomona
22 L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem
23 L. meyeri Ranarum Ranarum Icf
24 L. weilii Sarmin Sarm 111 Sarmin
25 L. borgepetersenii Sejroe Sejroe m84
26 L. interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno
27 L. interrogans Sejroe Wolffi 3705
28 L. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1
29 L. santarosai Shermani Shermani 1345 k
30 L. borgepetersenii Tarassovi Tarassovi Perepelitsin
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Microaglutinacidn de antigenos vivos
(MAT)

Micropipetas
Viales

Bafio maria

Termociclador

Transiluminador UV

poder

Camara de electroforesis y la carga de
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e Proceso de lavado y extracciéon de ADN:

ADN de Leptospira

Polimerasa
dNTP

Cebadores

Solucion madre

Electroforesis en gel de agarosa




Revelado en el transiluminador UV

Resultados del PCR

Productos de PCR. Gel de agarosa al 2% mostrando los amplicones 507 bp.
M; Marcador de 100 bp (Roche Biochemicals); CP: Control positivo (Cepa);
Control negativo (Cepa).
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