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RESUMEN

Leptospirosis es una enfermedad zoonética endémica de potencial epidémico que
afecta la salud publica y la producciéon pecuaria alrededor del mundo. Su agente
etiolégico es una espiroqueta del género Leptospira, con 20 especies reportadas hasta
el momento, son las mas importantes Leptospira interrogans (patégena)
yLeptospirabiflexa (saprofita). Esta bacteria se transmite mediante contacto directo o
indirecto en especial con orinade animales infectados, es la transmisién por medio del
agua una de las mas importantes. En cuanto al diagnéstico se ha evidenciado que
diversas pruebas moleculares tienen una alta especificidad y sensibilidad; sin embargo,
el conocimiento de la epidemiologia de la leptospirosis se ha basado principalmente en
estudios seroldgicos que han utilizado la prueba de aglutinacion microscopica que
presenta debilidades en sus resultados e interpretacion. El objetivo del presente
articulo es presentar una revision actualizada sobre la utilidad de las herramientas
moleculares para la identificacion de Leptospira spp. en muestras humanas, animales y
ambientales. Se llevd a cabo una busqueda de literaturaen diferentes bases de datos
como Pubmed, Science Direct, SciELO, Scopus y Redalyc.Las publicaciones
encontradas fueron articulos originales y de revisiéon, entre otros, publicados entre
1965 y 2014. Se determind que las herramientas moleculares permiten una
identificacion directa, rapida, definitivay precisa del agente etiolégico, apoyan el
diagndstico, aportan al conocimiento real de laprevalencia e incidencia de la
enfermedad. Las herramientas moleculares permiten la identificacion de nuevas
especies a partir de aislamientos obtenidos de diversas fuentes y ayudan a orientar los
programas de prevencién y control de esta zoonosis.
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ABSTRACT

Leptospirosis is an endemic and potentially epidemic zoonosis affecting public health
and livestock production worldwide. Its etiological agent is a spirochaete of the genus
Leptospira, with 20 species reported to date, of which Leptospira interrogans
(pathogenic) and Leptospira biflexa (saprophyte) are the most important. This
bacterium is transmitted by direct or indirect contact with urine from infected animals,
so water is one of the major transmission ways. Regarding diagnosis, many molecular
tests have been evinced to have high specificity and sensitivity; however, knowledge
on the epidemiology of leptospirosis has been based mainly on serological studies
using the microscopic agglutination test, which has weaknesses in its results and
interpretation. The aim of this article is to present an update review on the usefulness
of molecular tools in the identification of Leptospira spp. in human, animal and
environmental samples. A literature search was conducted in different databases such
as PubMed, ScienceDirect, SciELO, Scopus and Redalyc. The publications found were
original and review articles, among others, published between 1965 and 2014. It was
found that the molecular tools allow direct, quick, definitive and precise identification
of the etiologic agent, support the diagnosis, and contribute to real knowledge on the
disease prevalence and incidence. Molecular tools enable the identification of new
species isolates obtained from various sources and help guide prevention programs
and control of this zoonosis.
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INTRODUCCION

El desarrollo de herramientas de diagnéstico molecular para la identificacién y
tipificacion de microorganismos permite entender la epidemiologia de las
enfermedades, y precisa el diagndstico por la especificidad y sensibilidad que estas
reportan. Leptospirosis al ser una patologia con multiples huéspedes y reservorios
delLeptospira, su agente etioldgico, se constituye en una enfermedad zoonética
importante, que tiene mayor presentacion en paises tropicales y subtropicales.?

Esta enfermedad se considera tanto rural como urbana, afecta en lo principal a
poblaciones vulnerables que viven en zonas con malas condiciones sanitarias, sin
acceso al agua potable, y con infestacidon por roedores. Estos factores se asocian con la
pobreza en paises de bajos y medianos ingresos, por el contrario, en paises con altos
ingresos la presencia de la enfermedad se asocia con actividades recreacionales
alrededor de la fauna silvestre, o con el turismo en lugares remotos donde se practican
deportes acuéticos, o se tiene contacto con agua o suelos himedos. En lo adicional, el
impacto de esta enfermedad en humanos es devastador, debido a que puede haber
pérdida de tiempo de trabajo y se puede requerir hospitalizacién, asi como es una
carga para los sistemas de salud de los paises y causa trastornos econémicos y
sociales.?



Por otro lado, en humanos la leptospirosis es reconocida como una enfermedad
ocupacional, que afecta a determinados grupos en riesgo como trabajadores de
arrozales y otros productos agricolas, de mineria, de ambientes infectados como los
que realizan mantenimiento de alcantarillas y soldados, pero principal, personas que
trabajan con animales, ya sean operarios de granjas, mataderos, procesadores de
productos y veterinarios; donde el contacto entre humanos y animales que son
reservorios potenciales y su habitat incrementa el riesgo de adquirir la patologia.
Ademas, el aumento de la poblacién e invasion de los habitats de animales silvestres
incrementa las oportunidades de interaccion y por lo tanto, la transmision de este
patogeno en la interfaz humano-animal-ambiente.3

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), esta enfermedadpuederepresentar
hasta el 20 % de las patologias febriles de origen desconocido, tiene una incidencia
media anual global endémica de 5 por cada 100,000 habitantes, lo cual puede variar
en dependencia de la regién, debido a que en algunas areas puede llegar a 975, un
aproximado de 17 % de las personas hospitalizadas por leptospirosis sufren dafio
pulmonar agudo y de estas el 25 % mueren. Asimismo, en el caso de las Américas, la
incidencia es de 12,5 por cada 100,000 habitantes, y en Colombia de 3,05 casos por
cada 100,000 habitantes; por lo tanto es importante diferenciarla de otras patologias
que son endémicas en paises tropicales,debido a que por la variedad de signos clinicos
que presenta, se confunde facil, con otras como influenza y fiebres hemorragicas
virales.*

Para el diagnéstico de leptospirosis, la prueba de microaglutinacion (MAT) es la técnica
de referencia internacional. Sin embargo, este test es dispendioso, necesita una
coleccion de cepas para ser utilizadas como antigenos, la interpretacion de los
resultados es complicada por las frecuentes reacciones cruzadas entre los serogrupos y
por la determinacién del punto de corte que depende de la endemicidad de la region.
Su sensibilidad, varia entre 40 y 89,2 %, y su especificidad entre 85,97 y 100 %, la
cual depende del panel de serovares utilizados y de si en este se tienen cepas locales.®
9

Por todo esto, se evidencia la importancia de abordar esta enfermedad desde el
concepto de Una Salud, en el que las profesiones médicas y veterinarias colaboran en
beneficio mutuo, se tiene en cuenta que poseen diferentes funciones pero tienen un
interés comun respecto a muchas enfermedades y comparten muchos desafios.
Ademas, las acciones se deben realizar no sélo a nivel local y nacional sino también a
escala global, mejorar la investigacion, intensificar las medidas de prevencion y en
paises en desarrollo, llevar a cabo un control integral a largo plazo de enfermedades
zoondticas endémicas como leptospirosis.*°

El uso de diferentes métodos moleculares es una herramienta importante para
proporcionar un diagndstico preciso de la enfermedad,e identificar aislamientosque
permitan caracterizar la diversidad de cepas en diferentes huéspedes, en el ambiente y
en diferentes regiones geograficas; aportara la epidemiologia de la enfermedad, a la
relacién humano-animal-ambiente y al desarrollo de programas de prevencién y
control de la enfermedad.®11? Por esto, el objetivo de este articulo es presentar una
revision actualizada sobre la utilidad de las herramientas moleculares para la
identificacién de Leptospira spp. en muestras humanas, animales y ambientales.



METODOS

Para la revision se realizé una busqueda bibliografica entre 1965 a 2014 en bases de
datos como Pubmed, Science Direct, SciELO, Scopus y Redalyc. Para esta, se utilizaron
palabras clave en espafiol e inglés relacionadas con la tematica como Leptospira,
leptospirosis, biologia molecular, aislamientos y ambiente. Una vez seleccionados los
articulos a incluir en la revision se realizé una lectura y andlisis critico de la
informacion que se utilizé para la construccion de los temas que argumentan la utilidad
de las herramientas moleculares en la identificacién de Leptospira en muestras
humanas, animales y ambientales

RESULTADOS Y DISCUSION
Leptospirosis: generalidades, agente etioldégico y epidemiologia

La Leptospirosis es una enfermedad zoondtica que afecta al hombre y a los animales,
tanto domeésticos como silvestres, que a su vez son fuente de infeccion para los
humanos. Tiene impacto econémico y en la salud en muchas regiones del mundo, pero
a pesar del aumento en el nUmero de casos y focos, se mantiene como una
enfermedad desatendida, por lo que se ha convertido en una amenaza para la salud
publica.?

El agente etioldgico es una espiroqueta aerobia obligada del género Leptospira,
orden Spirochaetales y de la familia Leptospiraceae,es una bacteria de forma
helicoidal, delgada, con una longitud de 6 a 20 pm, un diametro de 0,15 a 0,3 umy
con gran movilidad por el endoflagelo que posee. A diferencia de otras bacterias, el
lipopolisacarido (LPS) constituye el principal antigeno de Leptospira, y presenta una
menor actividad endotdxica, de hasta 12veces meno rletalidad en ratones en
comparaciéncon el LPS de Escherichia coli. Posibles, por las propiedades Unicas del
Lipido A de Leptospira, entre estas, una unidad de disacarido de
glucosaminamodificada queesfosforiladaymetilada.'*Ademas, el LPS

de Leptospiratieneuna composiciénquimica similar a la mayoria deLPS de bacterias
Gram negativas, excepto por la ausenciade acidohidroximiristico, un
marcadorcomundel grupo de LPS entéricos, y de acido 2-Ceto-3-deoxyoctonic.* La
membrana externa esta conformada por lipoproteinas especificas como LipL21 y
LipL41, por proteinas integrales de membrana como OmpL1 y por el sistema de
secrecion tipo 2 (T2SS) secretinaGspD.1% A esta membrana externa estan asociadas
trescapasde densidaddistintas, por lo cual es considerable mas gruesa que la

de Borrelia burgdorferi y , Treponema pallidum.15:16

El tamarfio del genoma de Leptospira varia en dependencia de la especie, el de L.
interrogans es de 4627 kb, el deL. borgpetersenii de 3931 y el de L. biflexa de 3956; a
pesar de estas variaciones las especies comparten 2052 genes. Existen 20 especies

de Leptospira que segun su patogenicidad se clasifican en tres grupos: 9 patdégenas; 6
saproéfitas; 5 intermedias'’.Dentro de una misma especie, pueden encontrase
serovares patogenos y saprofitos, y dentro de estos heterogenicidad genética entre las
multiples cepas. Ademas, ni el serogrupo ni el serovar pueden predecir la especie

de Leptospira, y aunque los serogrupos no tienen una posicidon taxonémica son muy
utiles desde el punto de vista epidemioldgico. Por esto, es importante realizar los dos
tipos de clasificacidon, molecular y seroldgica, para entender la epidemiologia de la
enfermedad.*®



Importancia de la leptospirosis en salud publica

Para determinar el verdadero impacto de la enfermedad, se deben mejorar los
sistemas de vigilancia y el diagnéstico en todo el mundo, disminuir asi el sub-registro,
y permitir conocer la distribucién geografica, la presencia de nuevos reservorios y en lo
principal la verdadera incidencia de la enfermedad. Igual, al mejorar los sistemas de
diagndstico se pueden evaluar las intervenciones y estrategias de control y determinar
las pérdidas econdmicas en humanos, por incapacidad de individuos en edad
productiva y los costos de tratamiento, y en animales por alteracion en los parametros
productivos y reproductivos.*®

Se estima que 1700,000 personas que tienen esta enfermedad padecen la forma
severa, y que hay mas de 500,000 casos de leptospirosis cada afio en el mundo,
encontrandose por encima de otras enfermedades relevantes como la hantavirosis
severa y el dengue hemorragico. En conjunto, mas de 1, 000 000 000 de personas en
el mundo viven en asentamientos irregulares, donde la probabilidad de exposicidon es
mas alta, estan marginalizados y no tienen acceso a los servicios médicos basicos.®

Otro factor importante para la presencia de la enfermedad es el mecanismo de
transmision que puede ser directo o indirecto; el primero se relaciona, maxime por
contacto con orina, y otros fluidos corporales como descargas uterinas, semen, leche,
fluidos fetales y placentarios, y por via transplacentaria. En el segundo mecanismo el
contacto indirecto con suelo, agua, y alimentos contaminados, permite la entrada de la
bacteria por mucosas, piel himeda intacta o con lesiones, ingestion o inhalacién de
gotas o aerosoles de fluidos contaminados con orina de animales infectados, incluso se
han reportado casos por mordedura de animales, y la transmisién entre humanos se
ha documentado pero es muy rara.?°

En este sentido es importante estudiar reservorios y factores que puedan servir como
vehiculo de transmision, es el agua un factor potencial en este proceso. Por lo tanto,
estudiar diferentes fuentes de contaminacidon se hace necesario en muchas partes del
mundo donde las condiciones ambientales favorecen la diseminacién y presencia de la
bacteria aumentando los casos de leptospirosis en humanos y animales.??

Los mecanismos por los que la bacteria ocasiona dafio y produce la enfermedad en el
huésped no estan bien definidos, en lo especifico la base molecular de la virulencia es
desconocida por la falta de herramientas moleculares para su estudio. A pesar de que
existen reportes de mecanismos de patogenicidad, los componentes especificos
responsables de la patogénesis no han sido de total identificacién. Por esto también, es
importante estudiar los procesos moleculares asociados con la infeccion y aun mas
cuando se ha identificado que la infeccién varia, acatado del serovar.!3

Leptospira spp. en humanos, porcinos, roedores y agua

Por la similitud con otras patologias, como el dengue e incluso la fiebre chikungunya,
con frecuencia la leptospirosis en humanos es mal diagnosticada, aunque en lo general
la infeccion es subclinica o leve; los sintomas aparecen de forma abrupta de 2 a 20
dias después del ingreso de Leptospira al organismo y duran de 6 dias a mas de un
mes. Presenta, por lo comun fiebre, fotofobia, tos, diarrea, dolor abdominal, mialgias y
dolor de cabeza, entre otros; y luego de la resolucion de estos, dos o tres dias después
reaparecen y se produce la fase inmune que se caracteriza por aumento de los titulos
de anticuerpos e infiltracién inflamatoria de los 6rganos afectados. 22



Alrededor del 10% de los pacientes desarrollan la forma severa de la enfermedad
conocida como sindrome deWeil, que cursa con ictericia intensa, falla renal y
hemorragia pulmonar, es el serovar Icterohaemorrhagiae el principal responsable. La
infeccion inicia con un cuadro similar a la leptospirosis leve, y mas o menos una
semana después se desarrollan las manifestaciones graves, como insuficiencia renal
avanzada con anuria, afeccidon pulmonar con tos, disnea, dolor toracico y hemoptisis
por las hemorragias parenquimatosas pulmonares. También se puede presentar
hemorragia digestiva y subaracnoidea, hemdlisis, miocarditis, colecistitis, pancreatitis,
sindrome de distrés respiratorio, coagulacion intravascular diseminada, shock y falla
multiorganica.?!

En la especie porcina, la infeccion mas frecuente es la subclinica, que es donde Unica
tiene evidencia seroldgica pero no con signos clinicos, o estos son inaparentes, debido
a que la infeccidon es endémica en las granjas porcinas, y se encuentra en hembras
vacias y no lactantes, y en animales en etapa de crecimiento, en donde el animal es
expuesto a la bacteria y manifiesta un nivel de anticuerpos contra ésta, pero ningudn
signo de enfermedad y por lo tanto estos animales, aparente sanos se convierten en
portadores de la bacteria y la eliminan al ambiente, propagandola, y es fuente de
infeccion para otros animales.?3

Por otro parte, dos grupos de porcinos son mas propensos a desarrollar la infeccion
clinica, las hembras prefiadas y los lechones. La infecciéon aguda coincide con el
periodo de leptospiremia y sus signos clinicos principales son fiebre, anorexia y
decaimiento, pero se puede presentar diarrea, ictericia y hemoglobinuria.En la forma
reproductiva o crénica, las hembras reproductoras pueden manifestar agalactia, fiebre
y anorexia, pero se caracteriza por la presentacion de abortos, nacimiento de lechones
débiles, mortalidad neonatal, y lechones nacidos muertos, y por lo tanto puede causar
grandes pérdidas econdmicas para los productores.?*

En el caso de los roedores, que son el principal reservorio de Leptospira, se presenta
una relacion comensal con el microorganismo, el cual se mantiene viable, se multiplica
y elimina durante toda su vida, y pueden transferirlo a sus crias en el periodo neonatal
0 a través, de la placenta. Los roedores de los géneros Rattus,Mus y Apodermus son
fuente de infeccidon natural de Leptospira porque contaminan el ambiente, los
alimentos y el agua a través de su orina; ponen en riesgo la salud humana y animal,
en especial, enregiones cercanas a cuerpos de agua, por lo que el control integral de
estas especies plaga, es fundamental para la prevencion de la enfermedad.?:26

La transmision de Leptospira por medio del agua es una de las mas importantes y
frecuentes, debido a que la contaminacién de fuentes hidricas ha resultado en brotes
severos de leptospirosis y en presentacion de casos asociados con actividades
recreacionales. Sin embargo, no todos los tipos de agua son favorables para la
supervivencia de la bacteria debido a que el microorganismo se ve afectado por la
salinidad, el pH y la temperatura, que si es baja disminuye la multiplicacion del agente
pero aumenta su tiempo de supervivencia y por el contrario, si es alta favorece la
multiplicaciéon pero disminuye el tiempo de supervivencia; el cual puede ser hasta de
180 dias y mantener su capacidad infectante por 22 dias.?’



Se han realizado aislamientos de Leptospira a partir de muestras de agua de rios o
arroyos, es crucial su analisis debido a que estas fuentes hidricas son utilizadas para el
consumo en poblaciones humanas y animales. Se ha demostrado que L.

interrogans tiene una capacidad de supervivencia en agua con concentraciones
minimas de nutrientes, y tiene similitudes considerables en cuanto a la presencia de
genes involucrados en esta supervivencia y en los mecanismos de transduccion de
sefales con L. biflexa. Aunque en el agua existe una mayor tasa de crecimiento de
especies saproéfitas con respecto a las patégenas, es importante identificar las especies
predominantes, lo cual no es posible mediante el cultivo pero si a través de pruebas
moleculares que permitan diferenciarlas, conocer especies nativas o nuevas para cada
region y establecer las especies circulantes frente a situaciones ambientales que
favorezcan la presencia de la bacteria.?®

Métodos diagndsticos convencionales

En la prueba aglutinaciéon microscépica (MAT) se enfrentan antigenos vivos que
representan los diferentes serogrupos con los sueros, y se evalla el grado de
aglutinacion por medio de microscopia de campo oscuro. Para la realizacion de la
prueba se deben mantener paneles de leptospiras vivas, que incluye como minimo,
todos los serovares circulantes locales o serovares representativos de todos los
serogrupos, presentandose falsos negativos si el panel esta incompleto. Para la
confirmacioén se requiere un aumento de cuatro veces o mas entre dos muestras de
sueros pareados con dos semanas de diferencia, e identifica el serogrupo presuntivo.
Por otra parte, esta prueba puede ser positiva desde el dia 10, después de la aparicion
de los sintomas y se ha reportado que tiene una sensibilidad de 41% durante la
primera semana, de 82% de la segunda a la cuarta y de 96% a partir de la quinta
semana de presentar la enfermedad.?®

La prueba de MAT consiste en incubar una serie de diluciones del suero con varias
cepas de Leptospira, y se considera positiva para el antigeno probado y para cierta
dilucién cuando al menos el 50% de las leptospiras estan aglutinadas en comparacion
con un antigeno control con el suero; esta técnica es subjetiva, costosa y dificil de
implementar, requiere experticia para su realizacion e interpretacion, y la cinética de
los anticuerpos varia de un individuo a otro, tiene limitaciones como indicador
epidemioldgico, carece de precision, y no siempre hay correlacién entre los serogrupos
identificados y los obtenidos por identificacion después del aislamiento. Ademas, es
importante tener en cuenta que los datos cronoldgicos del muestreo, la aparicion de
sintomas clinicos, la vacunacioén y el uso de terapias antibidticas pueden alterar los
resultados.’

El ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), es otra prueba serolégica
que se basa en la deteccion de anticuerpos IgM, y puede proporcionar el diagndéstico
de leptospirosis con una sola muestra de suero durante la fase aguda de la
enfermedad con sintomas de leptospirosis, aunque se requiere tomar una muestra dos
semanas después para confirmar los resultados. Los anticuerpos IgM en leptospirosis
persisten por un largo periodo con varias tasas de disminucién y la concentracién de
bacterias es menor en suero que sangre fresca, por lo tanto ELISA tiene aplicabilidad
como prueba rapida para el diagnéstico de leptospirosis en situaciones donde los
recursos son limitados y en centros de salud y laboratorios donde no esta disponible la
prueba de MAT.??



El aislamiento de Leptospira es muy complejo, debido a que depende de la etapa de la
enfermedad en que se encuentre el individuo, en el caso del cultivo a partir de
muestras de sangre se debe realizar lo mas pronto posible después de la aparicién de
los sintomas, se inoculan una o dos gotas de sangre en medio EMJH semisodlido con
antibidtico, y en lo posible realizar varios cultivos o inocular con diluciones de muestras
de sangre.Otras muestras que pueden ser cultivadas son el dializado peritoneal y en el
liguido cefalorraquideo, durante la primera semana de la enfermedad, y la orina, desde
la segunda semana, aunque la duracién de la excrecién por medio de esta varia, pero
puede durar de semanas a meses.3°

La identificacion de los aislamientos es importante porque por medio del cultivo no es
posible saber a qué serogrupo, serovar o cepa corresponde, por esto depende de la
clasificacion a la que se quiera llegar, se pueden realizar diversos métodos serolégicos
como la aglutinacién absorcion, anticuerpos monoclonales o la prueba de MAT, pero
por las dificultades en la identificacion serolégica debido a que pocos laboratorios tiene
una coleccion completa de los serovares, se utilizan las técnicas moleculares para la
identificacion y subtipificacién delLeptospira.3!

Herramientas moleculares

La necesidad de tener un diagndstico rapido y directo ha llevado al desarrollo de
numerosos ensayos de Reaccion en Cadena de la Polimerasa(PCR), cuya ventaja es la
obtencién de un diagndstico definitivo, sensible y especifico, desde la fase aguda a la
convaleciente de la enfermedad e incluso antes de que los anticuerpos sean
detectables por las pruebas seroldgicas convencionales. Estos ensayos se basan en la
identificacion de genes presentes en Leptospira como rrs, secY, lipL32, ligB2, ligA,
entre otros, que a partir de la amplificacion de pequefias cantidades de ADN pueden
servir como marcadores moleculares de infeccién.®4Sin embargo, la seleccion de la
prueba de laboratorio apropiada depende de la prevalencia, de la etapa de la
enfermedad, de la infraestructura de los laboratorios y de la disponibilidad de pruebas
especificas, entre otros factores. La tabla muestra una comparacion entre los métodos
diagndsticos moleculares y convencionales que pueden ser utilizados en diferentes
fases de la enfermedad.?®
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El ADN de Leptospira se amplifica a partir de suero, orina, humor acuoso, LCR y un
gran numero de tejidos como rifién e higado, utiliza pares de iniciadores para todas las
especies patégenas y saprofitas, de los que se han descrito un gran namero, algunos
basados en genes blanco especificos como 16s o 23s ARNr, o lipl32 que sirve para
diferenciar especies patdgenas de saprofitas.®?Un limitante de la PCR convencional y la
PCR en tiempo real (QPCR) es la inhabilidad para identificar el serovar infectante, lo
cual no tiene mucha importancia para el manejo de un paciente individual pero si tiene
un valor epidemiolégico y para la salud publica significativo, porque puede indicar la
fuente de infeccidn y los reservorios, y asi llevar a cabo métodos de prevencion y
control adecuados. En este sentido, la electroforesis de campo pulsado (PFGE) permite
la identificacion de serovares de Leptospira.'833

Entre las variantes de PCR se encuentra la gPCR que combina la amplificacion y
deteccion del producto amplificado en la misma reaccién, con excelente sensibilidad y
especificidad, hasta del 100% y con bajo riesgo de contaminacién, por lo que en la
actualidad se utiliza como técnica de rutina para la diferenciacion entre especies
patégenas y saprofitas por medio de los genes 16sARNr vy lipl32, y aunque la
herramienta es algo costosa, es costo-efectiva, los diferentes ensayos proporcionan un
diagnostico temprano y rapido, y es ideal para usar con muestras de campo que
pueden estar contaminadas, lo cual seria un problema al realizar el cultivo.®2 En un
estudio realizado con gPCR se detectaron hasta 102 leptospiras/mL en suero, plasma y
sangre completa, y se obtuvieron 26 diagndsticos positivos de 85 pacientes antes que
la prueba de MAT, sin ningun falso positivo y con una sola muestra obtenida en la fase
aguda de la enfermedad.34

Para identificar las especies de Leptospira, la PCR anidada realiza dos procesos de
amplificacion con distintos pares de iniciadores, unos externos que amplifican una
region de ADN més extensa, que contiene el segmento diana y otros internos que con
el producto de la primera amplifican la regién especifica, por lo que se incrementa la
sensibilidad y especificidad de la deteccién por la obtenciéon de productos de PCR mas
cortos. El gen ribosomal rrs (16s ARNr) varia entre especies por algunos pares de
bases y permite diferenciar especies delLeptospira. En un estudio identificaron 110
cultivos y 36 muestras de sangre, en donde 44 muestras correspondian a L.
interrogans, 36 a L. kirschneri, 38 a L. borgpetersenii, 3 a L. noguchi, 22 a L.
santarosai, 2 aL. kmetyi y una ultima muestra a una variante de L. kmetyi o L.
kirschneri.?

La técnica molecular de referencia para la genotipificacidon de cepas de Leptospira es la
PFGE, que utiliza una enzima de restriccion que fragmenta el genoma de la bacteria,
separa estos fragmentos en un gel de agarosa sometido a un campo eléctrico donde
estos migran seguin su tamafo, se obtiene unos patrones de banda que se clasifican
como pulsotipos segln una similaridad de mas del 80%. En la caracterizacion
molecular de 20 aislamientos de roedores, caninos y humanos, todos pertenecieron a
un solo pulsotipo con una similaridad genética del 88 al 100% con el control L.
interrogans serovar Copenhageni/lcterohaemorrhagiae, los cuales no se pueden
distinguir por esta técnica, debido a que estos serovares han sido considerados
similares genética y serolégicamente, pero si demuestra la posible transmisién de
estos serovares entre las especies de hospederos.3®



Estas técnicas moleculares también se han utilizado para la tipificacion y
caracterizacion de otros microorganismos, en especial la PFGE, que por su alto poder
discriminatorio y reproducibilidad, es utilizada para realizar estudios de epidemiologia
molecular de otras bacterias patégenas como Staphylococcus aureus, E.
coli,Salmonella spp., Shigella spp., Listeria spp., Campylobacter spp. y Vibrio cholerae,
debido a que es util en el reconocimiento de brotes de infecciéon, detecta transmisiones
cruzadas, puede identificar fuentes de infeccién, reconoce cepas virulentas e igual,es
una herramienta valiosa para realizar el seguimiento de programas de vacunacion y
determinar similitudes genéticas entre aislamientos, permite inferir si dos aislamientos
aparente no relacionados tienen la misma procedencia.3®

En el analisis de repeticiones en tandem de numero variable en locus multiples (MLVA)
se cuenta el nimero de alelos repetidos en el genoma para una serie de locus
conservados que son amplificados por PCR. En 22 cepas de Leptospira patégena
aisladas de roedores se encontraron seis perfiles de MLVA, identificados como L.
interrogans serogrupo Icterohaemorrhagiae serovar Copenhageni/lcterohaemorrhagiae
y serogrupo Canicola serovar Portlandvere, y L. borgpeterseniiserovar Castellonis, se
demostré que el mismo genotipo puede ser compartido por algunas cepas, que
también fueron caracterizadas,se uso la prueba de aglutinacién absorcién, se genero
los mismos resultados que la tipificacion por MLVA, y ademas estos patrones se
aislaron con antelaciéon de cerdos, humanos, agua de rio, bovinos y otros roedores.?’

El andlisis de secuencias de locus multiples (MLST) se ha convertido en el método
molecular de eleccion, que amplifica y secuencia fragmentos del genoma de genes
“housekeeping”.Al realizar una aplicacion delperfilalélicopara la inferencia de
serogrupos, por la falta de correlacion genética de la clasificacion delLeptospira con
MAT, se encontrd que solo 4 de 96 tipos de secuencias (TS) eran representadas por
mas de un aislamiento, identificadas con los serogrupos Pomona, Canicola,
Icterohaemorrahgiae, Sejroe y Australis, por lo que la posibilidad de inferir el
serogrupo por una técnica genética como el MLST puede proveer una alternativa a los
meétodos seroldgicos que no estan siempre disponibles y presentan discrepancias, es
exitosa para proveer un alto grado de discriminacion entre especies, y la correlacion
observada entre TS y serogrupos soporta la implementacion de MLST como un enfoque
complementario para contribuir a la clasificaciéon de cepas delLeptospira.®

Se debe realizar una identificacion definitiva de los aislamientos porque asi se pueden
identificar nuevos serovares de Leptospira; esto debido a que cepas indistinguibles por
genética pueden tener un perfil serolégico similar y cepas con genética similar pueden
ser diferentes por serologia. En este sentido, a partir de la cepa RIM 139 se identifico
el nuevo serovar Altodouro, del serogrupo Pomona de L. kirschneri encontrada en

un Mus musculus, que mediante microscopia de campo oscuro mostré motilidad y
morfologia tipicas de Leptospira, fue patogénica en hamsteres. Se determind la especie
mediante PCR con primers especificos y por secuenciacion del gen secY y omplL1, se
identificé el serogrupo presuntivo por medio de MAT, mediante anticuerpos
monoclonales (mMAbs) y aglutinacién absorcion (CAAT), no reaccion6 con ninguna cepa
referencia, y a través de analisis de restriccion de endonucleasas (REA) se confirmé la
nueva naturaleza de la cepa,que mostré que se trataba de un nuevo serovar.3%-41



Prevencion y control de leptospirosis

El nivel de prevencion primaria es el mas importante y debe estar basado en el
conocimiento de los grupos que estan en riesgo particular de infeccién y en las
necesidades locales. La primera estrategia se fundamenta en la promocién de la salud,
con métodos educativos, los cuales deben estar dirigidos tanto a la comunidad en
general, como a los médicos humanos y veterinarios, para disminuir el riesgo y el
impacto de la enfermedad a través, de diferentes estrategias como material impreso,
internet, television, seminarios y lineas telefénicas directas, por lo tanto, los
profesionales de la salud deben aprender a identificar los casos de forma temprana, el
diagndstico, el manejo y el tratamiento. Para la proteccion especifica, la desinfeccion
de instalaciones y de areas pequerias es posible debido a que Leptospira es sensible a
varios desinfectantes y a la desecacion, y el control integral de roedores juega un
papel fundamental en la prevencion directa del desarrollo de la enfermedad por la
eliminacién de la fuente de infeccion.4?

La inmunizacién por medio de vacunas, basadas en suspensiones de leptospiras
muertas, es limitada en animales y humanos y sélo esta disponible en algunos paises.
Adema, se induce una inmunidad de corta duraciénque nunca es del 100% debido a
que esta es serovar especifica. Con la vacunacion se reduce de forma significadtiva la
prevalencia de la infeccion, se disminuye la presentacion de manifestaciones clinicas
pero no se elimina por completo la bacteria y continua su expulsiéon por la orina,
propicia la diseminacién. Para una adecuada inmunizacién, se deberia realizar un perfil
serolégico y tipificacion molecular para determinar las serovariedades circulantes y asi
seleccionar la vacuna que se debe utilizar, e identificar los aislamientos locales para
incluirlos en esta. Es de sefialar que como los serovares y cepas de Leptospira varian
entre los paises, puede que las vacunas producidas en un pais, en particular no sean
eficaces en otro, e incluso no lo sean en los paises de origen porque no incluyen
aislamientos locales.*?-44 Otro enfoque en el disefio de vacunas, es la blsqueda de
proteinas comunes presentes exclusivo en especies patdégenas que puedan generar
inmunoproteccion frente a los serovares asociados con la enfermedad.32:4546

Para una completa quimioprofilaxis encombinacién con la vacuna,se pueden utilizar
antibiéticos como la penicilina, la amoxicilina, la doxiciclina la ampicilina o la
estreptomicina, entre otros, que son eficaces contralLeptospira y son utilizados en el
tratamiento de la enfermedad en los primeros 5 dias, luego de la aparicién de los
signos y sintomas, y sin esperar la confirmacion por laboratorio. En cuanto al manejo
clinico en humanos,este incluye terapia de soporte, con hidratacién, control de signos
vitales y administracion de analgésicos, e incluso dialisis y tratamientos mas
especificos para manifestaciones severas de la enfermedad como insuficiencia renal y
sintomatologias neurolédgicas.*?

La prevenciéon secundaria, se lleva a cabo mediante encuestas, monitoreo y vigilancia
epidemioldgica, se realizapruebas de tamizaje en poblaciones sospechosas, se utiliza
métodos diagndsticos como PCR sensibles y especificos en enfermos, se implementa
un tratamiento apropiado para prevenir secuelas o incapacidad como dafio renal o
hepatico y la muertelLa prevencion terciaria se realiza si los niveles primarios y
secundarios fracasan por lo que el punto clave es la rehabilitacién y recuperacion
integral del individuo, mediante asistencia y terapias especificas, se tiene en cuenta la
parte fisica, psicolégica y social.*’



El control debe realizarse en conjunto por parte de las entidades de salud publica y de
sanidad animal, e incluye estrategias como la notificacién inmediata del caso a la
autoridad sanitaria mas cercana que a la postre notificara a la autoridad regional, la
investigacion de las probables fuentes de infeccion, difundir la informacion a la
poblacién en riesgo, y la implementacion de medidas como antibioticoterapia, el
diagndstico serolégico y la vacunacion. Ademas, la realizacion de obras para la
comunidad como la construccidon de desaglies y suministrar servicio de agua potable;
asi como, la gestion integral de plagas enfocada al saneamiento basico y a la
adecuacion de instalaciones que limiten el acceso al agua, refugio y alimentos con el
fin de reducir la poblacién de roedores.*84°

Los sistemas diagnésticos, la prevencion y el control, requieren del trabajo
interdisciplinar cuya integracion es uno de los pilares que fundamenta el concepto de
Una Salud, cuyos programas incluyen mejorar capacidades como la deteccion
temprana de enfermedades, el diagnéstico basado en laboratorio, predecir focos en la
interface humano-animal-ambiente, mejorar la vigilancia epidemiolégica, identificar
nuevos patdgenos en animales silvestres, y educara los profesionales de disciplinas
relacionadas con este concepto, a estudiantes que se desean formar en esta area, en
universidades, e incluso desde el colegio, y al publico en general, debido a que es una
tematica que le concierne a toda la sociedad.9:50

La utilidad de las herramientas moleculares para la identificacién de Leptospira spp. en
muestras humanas, animales y ambientales es muy amplia y abarca muchos aspectos
que deben ser estudiados para entender la epidemiologia de la leptospirosis. El uso de
estos métodos proporciona un diagnéstico rapido y preciso, y estas pruebas son
sensibles y especificas, aunque pueden ser dispendiosas en relacién con los métodos
convencionales.Sin embargo, estos tienen muchas debilidades en sus resultados e
interpretacion; por lo tanto, se justifica el uso de las pruebas moleculares al hacer la
relacion costo/beneficio.

Las pruebas moleculares identifican aislamientos, permiten conocer las especies
circulantes, los serogrupos y serovares de cada region, la diversidad de cepas en
diferentes huéspedes y en el ambiente e incluso la identificacibn de nuevos serovares y
portadores; todos estos aspectos aportan elementos que mejoran el disefio y la
eficacia de las vacunas; asi como, el desarrollo de programas de prevencion y control
de leptospirosis. Ademas, para establecer si existe relacion epidemiolégica entre las
diferentes especies animales, ambiente y humanos, es importante realizar estudios de
epidemiologia molecular por la poca correlacién que existe entre la clasificacion
seroldgica y genotipica, como se ha realizado también con otras bacterias patdogenas
como S. aureus, E. coli, Salmonella spp. ylListeria spp., entre otras, y demostrar la
evolucién en la clasificaciéon y en el diagndstico.
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