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Resumen.

La leptospirosis, es una de las zoonosis bacterianas mas difundidas en el mundo. El agente causal de esta
enfermedad es una bacteria delgada y helicoidal con una activa motilidad, las cuales se agrupan en cuatro
especies saprofitas y 12 patdgenas, que incluyen alrededor de 250 serovares. Debido a las afecciones que
produce en el hombre y los animales, asi como por su repercusién econémica en los paises desarrollados y
en vias de desarrollo, constituye una importante y permanente preocupacién para la medicina humana y
veterinaria. En esta revisién actualizada damos a conocer algunos aspectos teéricos que son de importancia
para futuras investigaciones en el campo de la vacunologia de esta enfermedad.
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Leptospirosis, a Current Review.

Summary.

Leptospirosis, is one of the bacterial zoonosis more diffused in the world. The causal agent of this disease is
a thin and helical bacterial with an active motility, which group in four saprophytes species and 12
pathogens that include around 250 serovars. Due to the affections that this disease takes place in the man
and the animals, as well as for their economic repercussion in the developed countries and developing, it
constitutes an important and permanent concern for the human and veterinary medicine. In this current
revision we give to know some theoretical aspects that are of importance for future researches in the field of
the vaccinology of this disease.

Key words: Leptospirosis, current review, Leptospira, diagnostic.

Introduccion

La leptospirosis, es una de las zoonosis bacterianas mas difundidas en el mundo y en el (OPS, 2005; OPS,
2009). El agente causal de esta enfermedad pertenece a la familia Leptospiraceae, bacterias delgadas y
helicoidales con una activa motilidad, las cuales se agrupan en cuatro especies saproéfitas y 12 patogenas,
gue incluyen alrededor de 250 serovares (Adler y De la Pefia, 2009). Debido a las afecciones que produce en
el hombre y los animales, asi como por su repercusion econémica en los paises desarrollados y en vias de
desarrollo, constituye una importante y permanente preocupacion para la medicina humana y veterinaria
(McBride y col., 2005; Levett y col., 2006; W.H.O, 2009).

En Cuba existe un programa de lucha contra la leptospirosis que incluye la vacunacion profilactica para
humanos y animales con los productos vacunales vax-SPIRAL® y Polivalente-Leptospira de los Laboratorios
Biolégicos Farmacéuticos (Labiofam) respectivamente (Rosario y col., 2012). Estas vacunas son de células
enteras inactivadas, con o sin adyuvante, que incluyen en sus formulaciones a los serovares de mayor
circulacion en el pais (OPS, 2009). Estos productos biofarmacéuticos cuentan entre sus principales
desventajas la falta de inmunoproteccion cruzada contra los serovares no incluidos en la formulacion
(McBride y col., 2005).

Este hecho constituye un constante desafio para los productores y comercializadores, asi como para la
evaluacion de la eficacia de las mismas en nuevos mercados. La principal estrategia en este sentido es la
determinaciéon de la sobrevivencia de biomodelos relevantes inmunizados y luego retados con cepas
altamente virulentas pertenecientes a serovares y serogrupos distintos a los presentes en la vacuna aislada
del nuevo contexto epidemioldgico. Igualmente, una estrategia viable para estos grupos de productores
constituye la generacion de formulaciones confeccionadas con cepas procedentes de la regién de los nuevos
clientes.

En esta revision actualizada damos a conocer algunos aspectos teéricos que son de importancia para futuras

investigaciones en el campo sobre todo de la vacunologia de esta enfermedad.
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Desarrollo

Aspectos historicos.

La leptospirosis es una zoonosis, causada por espiroquetas patogenas del género Leptospira. El espectro
clinico de la enfermedad en los humanos es muy amplio y abarca desde una infeccién subclinica hasta un
sindrome severo de infeccién multi-6rganos, con una elevada mortalidad. Este sindrome, leptospirosis
ictérica con fallo renal, se describi6 inicialmente hace mas de 100 afios por Adolfo Weil, en Heidelberg
(Arencibia y col., 2010). Sin embargo, varios afios antes de esta fecha se habia descrito un sindrome
idéntico en trabajadores del alcantarillado en Europa (Adler y De la Pefia, 2009) y se cuenta con
descripciones precisas que datan del siglo XIX, (antes de la notificacion hecha por Weil) que demuestran que
la leptospirosis ya era reconocida como un riesgo ocupacional de los cultivadores de arroz en la antigua
China y en Jap6n (Mahajan y Chhabra, 2008). El mérito indiscutible de Weil fue sin duda reconocer la
leptospirosis como una nueva enfermedad, independiente de la fiebre amarrilla con la cual se asocié por
mucho tiempo. Este acierto lo comparte con un cubano, el Dr. Francisco Navarro y Valdés, que escribié en
1868 la primera informacion de esta enfermedad en su tesis de doctorado: "La fiebre biliosa grave de los
paises célidos no es la fiebre amarilla”, refiriéndose a una enfermedad ictero-hemorrégica, precedida por
fiebre, que padecian algunos individuos radicados en los lugares pantanosos de nuestro pais en ciertas
épocas del afio (Navarro, 1868).

Un hecho de trascendental importancia para el conocimiento de la enfermedad fue el aislamiento del agente
causal realizado por Sitmsom. Este investigador demostrd, mediante una tincion con plata, la presencia de
un conglomerado de leptospiras en un corte histolégico de rifion obtenido de un paciente fallecido durante
una epidemia de fiebre amarrilla. Las espiroquetas mostraban extremos encorvados, motivo por el cual
Sitmsom las denomina “Spiroquetas interrogans” debido a su semejanza con el signo de interrogacion. Sin
embargo, esta importante observacion fue desechada durante muchos afios debido a la falta de estudios
gue relacionaran la patogenia con el microorganismo (Mahajan y Chhabra, 2008; Adler y De la Pefia, 2009).
La etiologia de la leptospirosis no fue demostrada hasta 1915 de forma independiente en Japdn y Alemania
(Pappas y col., 2008). En Japén, Inada e Ido detectaron la presencia de leptospiras, asi como de anticuerpos
especificos contra ellas, en la sangre de mineros con el sindrome infeccioso. Paralelamente, también fue
descrita por dos grupos de médicos alemanes que estudiaban soldados alemanes afectados por la
“enfermedad francesa” en las trincheras del nordeste de Francia. Uhlenhuth y Fromme (Uhlenhuth y
Fromme, 1915) sefialaron la presencia de espiroquetas en la sangre de curieles inoculados con la sangre
obtenida de soldados infectados, pero la confirmaciéon de la ocurrencia de leptospirosis en ambos lados del
frente occidental se logré después de la publicacion en Europa del trabajo de Inada. Es por ello que se
reconoce a este Ultimo como al verdadero descubridor del agente causal de la leptospirosis a pesar de no
haber sido el primero en observarlo (Pappas y col.,, 2008; Adler y De la Pefia, 2009). Aunque han

transcurrido casi 100 afios de su descubrimiento, la leptospirosis constituye una de las enfermedades més
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desatendidas, causante de un alto nimero de muertes cada afio, al punto de constituir la zoonosis de mayor
distribucion mundial.

Taxonomia y clasificacion.

Las especies de Leptospira se ubican en el orden Spirochaetales, familia Leptospiraceae y en el género
Leptospira. Este género comprende dos especies fenotipicas: L. /nterrogans, que agrupa a leptospiras
patégenas y L. biflexa, microorganismos de vida libre que se encuentran fundamentalmente en las aguas
superficiales (Cachay y Vinetz, 2005). A diferencia de L. /interrogans, las cepas de L. biflexa no se asocian
con infecciones en los humanos o animales y son avirulentas en los animales de laboratorio (Cachay vy
Vinetz, 2005; Pappas Y col., 2008).

Por debajo del nivel de especie, tanto L. interrogans como L. biflexa, se clasifican en serogrupos y serovares,
atendiendo a sus caracteristicas seroldgicas (Levett, 2001). Los serogrupos contienen los serovares
antigénicamente relacionados y se conocen 24 serogrupos para las cepas patdgenas. La lista de los
serovares se actualiza periédicamente, y recientemente se han descrito dos nuevos serovares patdégenos
(Corney y col., 2008; Valverde y col., 2008). La identificacion de los serovares es esencial para el
entendimiento de la epidemiologia de esta enfermedad pero depende de la disponibilidad de anticuerpos
monoclonales (AcM). El uso de estos posibilita hacer de forma rapida, mediante microaglutinacién, la
identificacion de las cepas hasta el nivel de serovar (Silva y col., 2009).

En la actualidad, ademas de la clasificacion fenotipica, existe la tipificacion genética, sin existir relacion
directa o correspondencia entre ambas (Silva y col., 2009). La caracterizacién genética mediante la
hibridizacion ADN-ADN permite la division del género en 20 especies genomicas diferentes o genomo-
especies (Levett y col., 2006; ICSP, 2008; Slack y col., 2008; Slack y col., 2009; Ko y col., 2009). Debido a la
falta de correspondencia entre ambas clasificaciones (fenotipica y genética), existen especies gendmicas que
incluyen serovares patdégenos y no patégenos, asi como serovares incluidos en mas de una especie
genomica. De esta forma, la especie gendmica es tipica de la cepa y ningun serogrupo o serovar predice la
especie gendémica a la cual pertenecera una cepa en cuestion (Levett, 2001; Silva y col., 2008).

En la reunion del Subcomité de Taxonomia de Leptospira del 2007, desarrollada en Quito, Ecuador, se
decide dar el estatus de especies a las genoma-especies 1, 3, 4 y 5, (descritas previamente) resultando en
un genero que comprende 13 especies patdgenas de Lepfospira con mas de 260 serovares y seis especies
sapréfitas con mas de 60 serovares (Silva y col., 2009; Adler y De la Pefa, 2009).

Biologia de las leptospiras.

Las leptospiras son bacterias muy finas, de 6 a 20 um de largo y 0,1 a 0,2 um de ancho aproximadamente.
Son flexibles, helicoidales y en el caso de las patégenas se observan extremidades encorvadas en forma de
gancho (Sandow y Ramirez, 2005; Adler y De la Pefia, 2009). Poseen dos filamentos axiales (flagelos
periplasmaticos) constituido por dos proteinas conocidas como FlaA y FlaB, con inserciones polares que se

localizan en el espacio periplasmatico y son las estructuras responsables de la motilidad (Ko y col., 2009;
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Guerra, 2009). Las leptospiras son moviles y exhiben dos formas distintas de movimiento traslacion y
rotacion (Ko y col., 2009; Guerra, 2009).

Desde el punto de vista morfoldgico, todas las leptospiras son indistinguibles, aunque su morfologia en
aislamientos individuales varia con el subcultivo /n vitro y puede restaurarse mediante el pase por
biomodelos (Reis y col., 2008). Las leptospiras tienen una estructura tipica de doble membrana: la
membrana citoplasmatica y la pared celular del peptidoglicano, ambas asociadas y recubiertas por una
membrana externa (Silva y col., 2009; Adler y De la Pefia, 2009). Dentro de la membrana externa, el LPS
constituye su antigeno principal, el mismo posee una estructura y propiedades antigénicas semejantes al
LPS descrito en las bacterias gram-negativas. No obstante, es relativamente no toxigénico en las células o
animales, siendo 12 veces menos letal para los ratones que el LPS de Escherichia coli (Palaniappan y col.,
2007) y menos activo en las pruebas estdndares para la actividad endotdxica, como la prueba de
pirogenicidad en conejo, letalidad en raton, reaccion de Schwartzman y mitogenicidad de las células B (Silva
y col., 2008). Ademas el lipido A de las leptospiras contiene algunos rasgos inusuales, estos incluyen una
unidad de disacarido de glucosamina modificada (fosforilada y metilada) (Que y col., 2004).

Ademas del LPS, proteinas estructurales y funcionales forman parte de la membrana externa de estos
microorganismos. Tres clases de proteinas de membrana externa (PME) se han identificado: 1) las
lipoproteinas, que son la clase mas abundante y comprenden LipL32, LipL41, LipL48, LipL36, LipL21 (Xue y
col., 2009), QIp42 (Xue y col., 2009; Ko y col., 2009; Adler y De la Pefia, 2009); 2) la proteina de
transmembrana OmpL1 (Dong y col., 2008) y 3) las proteinas periféricas como LipL45 (Matsunaga y col.,
2002). También el sistema de secrecion tipo dos (T2SS) el cual secreta GspD se localiza en la membrana
externa y muestra propiedades antigénicas (Xue y col., 2009).

Las leptospiras son microorganismos aerobios obligados, con una temperatura éptima de crecimiento entre
28-30°C y catalasa-oxidasa positivos. Crecen en medios simples enriquecidos con factores de crecimiento
(vitaminas B; y B;,), acidos grasos de cadena larga y sales de amonio (Faine y col., 1999; Xue y col., 2009;
Adler y De la Pefia, 2009; Adler y De la Pefa, 2010). Los acidos grasos de cadena larga, se utilizan como
Unica fuente de carbono y son metabolizados por B-oxidacion (Faine y col., 1999; Xue y col., 2009; Adler y
De la Pefia, 2009; Adler y De la Pefia, 2010). Para su crecimiento, requieren medios que contengan suero o
albamina y entre los mismos los medios liquidos enriquecidos con suero de conejo mMAas comunes son:
Fletcher, Korthoff, Noguchi y Stuart (Faine y col., 1999; Xue y col., 2009; Adler y De la Pefia, 2009; Adler y
De la Pefia, 2010).

Actualmente, el medio mas utilizado es el Tween 80-albumina, también conocido por las iniciales de sus
autores Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH), compuesto por acido oleico, albimina de suero
bovino y polisorbato (Tween). El crecimiento de los contaminantes presentes en las muestras clinicas se
inhibe con la adicion al medio de: 5-fluorouracilo, gentamicina, acido nalidixico o rifampicina (Faine y col.,
1999). El crecimiento de estos microorganismos es lento después del aislamiento primario, debiéndose

mantener incubados durante aproximadamente 13 semanas antes de descartar un cultivo como negativo. A
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los medios se les puede agregar agar en pequefias concentraciones (0,1-0,2 %) para generar medios
semisolidos, en los que el crecimiento de las leptospiras alcanza su méaxima densidad en una zona discreta
bajo la superficie del medio, que llega a ser intensamente turbia con los beneficios de la incubacién. Este
crecimiento se relaciona con la tension éptima de oxigeno y se le denomina “anillo o disco Dinger” (Adler y
De la Pefa, 2010). Los cultivos de las leptospiras a corto plazo se mantienen fundamentalmente mediante
subcultivos repetitivos en agar semisélido con hemoglobina y a largo plazo el método de eleccion para
mantener la virulencia es el almacenamiento en nitrégeno liquido (Borrero y col., 2006; Adler y De la Pefia,
2010). Las leptospiras pueden sobrevivir largo tiempo en el agua o ambientes hiumedos, templados y con un
pH neutro o ligeramente alcalino.

Patogenia.

Las leptospiras penetran en el hombre a través de la piel erosionada, las mucosas sanas y de la piel intacta
después de una inmersion prolongada en agua (Asuthkar y col., 2007; Ayanegui y col., 2007; Adler y De la
Pefia, 2009; Adler y De la Pefia, 2010). Después de entrar al organismo, difunden con rapidez y
transcurridas las primeras 48 h pueden alcanzar todos los tejidos, con una localizacion especial en rifion,
higado, corazén, musculos esqueléticos y pulméon (Marotto y col., 2010). Estos microorganismos son
resistentes a la actividad bactericida del suero normal y en ausencia de anticuerpos especificos no son
fagocitados ni destruidos por los polimorfonucleares o macréfagos (Choy y col., 2007; Chierakul y col.,
2008). La leptospirosis puede considerarse una enfermedad sistémica, entidad que se traduce
principalmente como una vasculitis infecciosa donde predomina la lesién vascular de tipo capilar, dafo
responsable del edema y la diatesis hemorragica, que afecta fundamentalmente a los capilares del higado,
del pulmén y el rindén (Rocha y col., 2010).

El gran dafio tisular, en presencia de pocos microorganismos, sugiere la mediacion de factores toxicos de la
espiroqueta y del huésped (Asuthkar y col., 2007; Ayanegui-Alcerreca y col., 2007; Adler y De la Pefia,
2009). Ademas, la pobreza de alteraciones patoldgicas en determinados 6rganos, a pesar de los profundos
disturbios funcionales, hace pensar que muchos de los aspectos de la enfermedad son ocasionados por
productos toxicos liberados por el germen. Durante la fase aguda, la migracién de bacterias, toxinas,
enzimas o productos antigénicos liberados a través de la lisis bacteriana conducen a una permeabilidad
vascular aumentada, manifestacién mas precoz y constante de la enfermedad. Las lesiones celulares de los
diversos 6rganos tienen como base patogénica estos mismos factores que actian inicialmente sobre la
membrana celular, adicionada a una eventual hipoxemia derivada del dafio vascular (Silva y col., 2008).

Sin embargo hasta la actualidad no existe evidencia de una toxina clasica secretada por las leptospiras; de
hecho, en los rifiones de curieles infectados experimentalmente, el dafio endotelial esta asociado con la
presencia de células remanentes de leptospiras (Silva y col., 2008). En cambio se ha demostrado que parte
de la habilidad de estos microorganismos para invadir las células Vero e inducir la apoptosis en los

macrofagos se correlaciona con su virulencia (Xue y col., 2009; Adler y De la Pefia, 2010).
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La respuesta inmune estd implicada en la patogénesis de la leptospirosis a través de la formacién de
inmunocomplejos, la liberacion de citoquinas y la generaciéon de una vasculitis autoinmune (Cinco y col.,
2006). Asi, los signos y sintomas del compromiso pulmonar, renal y hepético, aparecen en la fase inmune
cuando las aglutininas especificas comienzan a detectarse. En consonancia, los resultados de investigaciones
clinicas realizadas en Brasil sugieren que la gravedad de la leptospirosis podria relacionarse con la intensidad
de la respuesta inmune (Malajov y col., 2007).

Los estudios comparativos de biologia molecular, entre cepas patdégenas y saproéfitas, han develado un alto
numero de factores de virulencia implicados activamente en la patogenia generada por este microorganismo
(Hung y col., 2006; Hoke y col., 2008). Entre ellos se destacan enzimas con actividad como hemolisinas,
fosfolipasas, catalasas, hialuronidasas y colagenasas (Xue y col., 2009). El primer factor de virulencia
genéticamente definido en las leptospiras fue la lipoproteina de superficie Loa22 con dominio OmpA (Ristow
y col., 2007) cuya funcion ain se desconoce. Recientemente también se identificd el gen AemO, que codifica
una hemo-oxigenasa (Murray y col., 2008) involucrada en la virulencia en hamsteres, aunque no es esencial
para el microorganismo (Murray y col., 2009).

Un hallazgo similar parece aplicar para las proteinas Lig expuestas en la superficie; ellas sélo estan
presentes en las especies patégenas y su expresion se pierde en los subcultivos, con la consiguiente pérdida
de la virulencia (Xue y col., 2009). Tanto LigA como LigB enlazan la fibronectina, y su expresion es regulada
bajo condiciones de osmolaridad fisiolégica (Choy y col., 2007). Sin embargo, la inactivacién de LigB no
afecta la virulencia en hamsteres (Croda y col., 2008).

Resultados como estos conducen a los investigadores a plantear que existe un alto grado de redundancia de
proteinas de leptospiras involucradas en la adherencia, supervivencia /7 vivo y la colonizacion renal,
sugiriendo que sera dificil identificar y definir los factores de virulencia responsables de la patogenia (Bulach
y col., 2006; Hoke y col., 2008; Picardeau y col., 2008).

Modelos animales utilizados para estudiar la leptospirosis.

Al ser una enfermedad zoonética que ataca a casi todos los mamiferos, la leptospirosis y su evolucion
patolégica han sido estudiadas en una gran variedad de especies animales de interés para el hombre. Sin
embargo, existen modelos animales de laboratorio que han sido utilizados con frecuencia por los
investigadores para el estudio de la patogénesis de la enfermedad, la evolucion de la inmunogenicidad,
inocuidad y capacidad protectora de preparados vacunales, y la expresion /n vivo de antigenos relevantes.
Hamsteres (Silva y col., 2008), curieles (Oliva y col., 1998; Malajov y col.,, 2007), ratones jévenes
inmunodeprimidos (Adler y De la Pefia, 2010), gerbils (Branger y col., 2001) y ratas (Athanazio y col., 2008)
han sido muy utilizados para estos fines, pero es sin dudas el Hamster Sirio (Mesocricetus auratus) el
modelo animal méas empleado. Los hamsteres son considerados los animales de laboratorio méas susceptibles
a la leptospirosis (Oliva y col., 1998). Estos animales ademas de reproducir con gran fidelidad el proceso

clinico patolégico de la leptospirosis humana, tienen como ventaja que desde el punto de vista experimental
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son muy bien conocidas sus caracteristicas biologicas y los aspectos sanitarios, todo lo cual facilita su
manejo (Oliva y col., 1998; Silva y col., 2008).

Inmunidad.

Esta bien documentado que el desarrollo de una respuesta inmune humoral durante la leptospirosis es
importante para la resistencia a la infeccion (Levett, 2001). Dicha inmunidad parece depender de la
produccién de anticuerpos aglutinantes y opsénicos, ambos dirigidos contra los determinantes antigénicos
serovar o serogrupo especificos (Silva y col., 2008). La inmunidad pasiva puede ser conferida solamente por
anticuerpos (Adler y De la Pefia, 2009), aunque se reconoce también el papel de la respuesta inmune
mediada por células (Adler y De la Pefia, 2010).

Hasta hace algunos afios todos los antigenos protectores que se habian logrado identificar eran de
naturaleza glicolipidica. Aunque los identificaron de diferentes formas (F4, TM, PE, Pag, LLS, LPS), estéa claro
gue todos se derivan del LPS de Leptospira y presentan caracteristicas distintivas en cuanto a su actividad
biolégica y endotoéxica. La proteccion conferida por estos lipopolisacaridos es serovar especifica y muchos de
los genes relacionados con su biosintesis ya han sido dilucidados (Yang y col., 2006; Xue y col., 2009).

Se piensa que entre los componentes de la membrana externa del patdgeno, el LPS es la biomolécula capaz
de inducir una respuesta inmune protectora en las vacunas de células enteras de leptospiras aplicadas en los
animales domésticos y en los humanos (Nally y col., 2005). Se sefiala también, que algunas proteinas de
esta membrana son capaces de potenciar la respuesta al LPS, induciendo niveles superiores de proteccion
en los hdmsteres (Xue y col., 2009; Adler y De la Pefia, 2010). En contraste con el LPS, se cree que estas
proteinas estan conservadas entre los diferentes serovares (Biswas y col., 2005). Por esta razén, hay un
intenso interés en ellas, para el desarrollo de pruebas serodiagndsticas confiables, y la obtencion de vacunas
efectivas para la proteccion contra los riesgos individuales (Sehgal, 2006; Nachega y col., 2007; Wang y col.,
2007).

No es hasta el afio 1994 que se describen tres clases de PME que actlan como antigenos protectores:
proteinas de transmembrana, lipoproteinas y las proteinas periféricas (Palaniappan y col., 2007; Xue y col.,
2009). Estas proteinas interactian con el sistema inmune del hospedero y son blancos de anticuerpos
aglutinantes, opsonicos y fijadores de complemento, fundamentalmente del tipo IgG (Stevenson y col.,
2007; Vivian y col., 2009). OmpL1, una de las que primero se describe, parece tener al menos 10 segmentos
de transmembrana, los que posiblemente son responsables de su movilidad electroforética (Maneewatch y
col., 2007). En cambio Omp52 de 52,6 kDa, posee un dominio consenso OmpA C-terminal y, al parecer,
interviene en la interaccién entre la célula hospedera y el patégeno, durante la infeccion (Hsie y col., 2005).
La segunda clase de PME (lipoproteinas) se encuentra anclada a la envoltura externa por acidos grasos
unidos a una cisteina amino terminal, y se estima que existan al menos cinco en la membrana externa. Un
estudio reciente sobre la identificacién del conjunto de PMEs existentes en la célula bacteriana, detecta que
este conjunto esta constituido principalmente, por un pequefio nimero de proteinas ya caracterizadas, en el

siguiente orden relativo de abundancia: LipL32 > LipL21 > LipL41 > LipL45 > LipL48. De ellas, solo LipL32
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no ha sido identificada como una proteina expuesta en la superficie (Xue y col., 2009; Adler y De la Pefia,
2009; Adler y De la Pefa, 2010).

Es bien conocido que LipL32, es la mas notable en el perfil proteico y que es un antigeno inmunodominante
durante la leptospirosis humana. Ademas, se ha mostrado que LipL32 induce una significativa proteccion
contra el reto en el modelo Hamsters Sirio (Seixas y col., 2007). De LipL41 se conoce que provee
inmunoproteccion sinérgica con OmpL1, lo que las hace candidatos potenciales para una vacuna (Feng y
col., 2009). Otras lipoproteinas se describen en la literatura como Q1p42 y LipL36, expresada /in vitro, pero
no /n vivoy Loa22, localizada en la envoltura externa de las cepas patogenas, y asociada con la virulencia
(Batista y col., 2011).

De las PMEs del tercer grupo (proteinas periféricas), se sabe que P31 45 Se exporta como una lipoproteina
de 45 kDa y se procesa en la forma de 31 kDa C-terminal que se asocia con la envoltura externa (Adler y De
la Pefia, 2010). En general, las PMEs son proteinas inmunogénicas asociadas con las cepas patégenas de
Leptospira y los anticuerpos que se enlazan a ellas son Utiles para el diagndstico de la leptospirosis (Turhan
y col., 2006; Guerra, 2009). Estas proteinas son capaces de inducir una respuesta inmune contra las
leptospiras patdgenas, respuesta comparable con la inducida frente a una inmunizacion con células
completas (Xue y col., 2009; Adler y De la Pefia, 2009; Adler y De la Pefa, 2010; Deanna y col., 2011) y
ademas previenen la infeccion renal (Hung y col., 2006). Ademas, se reconoce que algunas de ellas son
género especifica (Adler y De la Pefia, 2010; Deanna y col., 2011) y estan involucradas en la infeccion,
transmision, virulencia, supervivencia y adaptacion a las condiciones ambientales de Leptospira (Matsunaga
y col., 2007; Stevenson y col., 2007).

No obstante, hay que sefialar que las nuevas investigaciones sugieren que no solo la membrana externa es
atractiva desde el punto de vista inmunoldgico, sino que también la membrana interna podria tener dianas
de interés inmunolégico, por contener elementos relacionados, al parecer, con la virulencia. Tal es el caso de
la llamada Lag42, proteina de 42 kDa, cuya localizacion del gen que la codifica se conserva entre las
leptospiras patégenas y no entre las no patdégenas (Hung y col., 2006; Palaniappan y col., 2007). Ademas,
en la membrana interna ha sido descrita la expresion de la lipoproteina LipL31 y de la proteina de
transmembrana ImpL63 (Trueba y col., 2004).

Otros antigenos inmunodominantes son las proteinas citoplasmaticas de shock térmico: GroEL (64, 70, 14 y
15 kDa) y DnaK (76 kDa). Estas proteinas “chaperonas” incrementan significativamente su expresion a
elevadas temperaturas del hospedero (Ballard y col., 1998). Estas proteinas son reconocidas por el suero de
pacientes con leptospirosis, tanto en la fase aguda como durante la convalecencia (Nally y col., 2005; Nally y
col., 2007; Murray y col., 2009a).

Otro antigeno inmunodominante, reconocido por el suero de pacientes convalecientes y de vacunados, son
las proteinas flagelares de 35-36 kD. La mayoria de estos antigenos proteicos, a diferencia del LPS, estan

conservados entre las diferentes serovariedades patégenas de Leptospira. En los Gltimos afios, ellos se han
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asociado al establecimiento de una inmunidad cruzada entre serogrupos diferentes (Maneewatch y col.,
2007; Naranjo y col., 2008; Adler y De la Pefa, 2010).

Como consenso general en la actualidad se acepta que la inmunidad contra leptospiras varia entre las
diferentes especies pudiendo ser predominantemente humoral (humanos) o celular (bovinos) en funcién de
la cepa que esté produciendo la infeccion (Maneewatch y col., 2007; Adler y De la Pefia, 2010). Ademas la
proteccion generada contra esta puede ser serovar/serogrupo especifica cuando esta dirigida al LPS o
cruzada cuando se dirige contra proteinas conservadas dentro del género. El antigeno mas
inmunodominante es el LPS y los anticuerpos especificos contra este no perduran por mucho tiempo siendo
fundamentalmente del tipo IgM (Maneewatch y col., 2007). El principal mecanismo de evasion del patégeno
se basa en su alta invasividad, siendo capaz de multiplicarse en diferentes 6rganos antes que el hospedero
genere una respuesta efectiva para eliminarlo. A este elemento se suma la baja densidad proteica en la
superficie celular respecto a otras moléculas como el LPS asi como la redundancia genética respecto a los
factores de virulencia.

Diagnostico de la Leptospirosis.

La leptospirosis frecuentemente se presenta con un amplio rango de formas clinicas y por consiguiente, la
presuncion de la enfermedad es habitualmente dificil. Esta particularidad tiene como consecuencia la
necesidad desarrollar diferentes estrategias diagnoésticas rapidas, sensibles y especificas, ya que se ha
demostrado que el éxito del tratamiento esta positivamente correlacionado con un diagnostico precoz
(Palaniappan y col., 2007; Reis y col., 2008).

En el caso de la leptospirosis se sefiala que su presentacion clinica es muy similar a otras enfermedades, por lo
gue se hace necesario la identificacion del agente etioldgico o la deteccién de sus anticuerpos en los enfermos,
requiriendo un diagnéstico rapido (Stoddard y col., 2009; Brett y Lipnick, 2009), sencillo y con alta sensibilidad
y especificidad para lo cual es recomendable utilizar una combinacién de técnicas diagndsticas y otras pruebas
capaces de detectar la presencia de leptospiras en tejidos y fluidos corporales (Stoddard y col., 2009; Brett y
Lipnick, 2009).

El diagnéstico veterinario de la leptospirosis se realiza por dos métodos: a) directo: mediante el aislamiento del
agente etioldgico en medios de cultivo a partir de las muestras de sangre, liquido cefalorraquideo, orina y de
otros fluidos y tejidos del animal segun la fase de la enfermedad en la que se tomen las mismas e b) indirecto:
revelando la seroconversion o aumento del titulo de anticuerpos, utilizando para ello la técnica de
microaglutinacion (MAT), ambas de referencia internacional y que han demostrado tener alta sensibilidad y
especificidad. (Levett y col., 2006; Adler y De la Pefia, 2009; Adler y De la Pefia, 2010). En este sentido
también se ha reportado la técnica de aglutinaciébn macroscépica con antigeno termorresistente para tamizaje
epidemiolégico (Vanasco y col., 2000).

De manera mas especifica la Sociedad Internacional de Leptospirosis, en su guia para el diagnostico
recomienda la demostracion del agente mediante métodos directos a partir de muestras de sangre, orina, leche

y en suspensiones de tejido de rifién, medula 6sea e higado de animales afectados realizando el cultivo en agar
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semisdlido de Fletcher y en el caldo EMJH (Ellinghausen, Mc Cullough, Jonson, Harris) (Terpstra y col., 2006),
las leptospiras pueden observarse microscopicamente utilizando la Tincion de Giemsa y Rojo Congo y el método
de la inmunofluorescencia directa mediante un conjugado de isocianato de fluoresceina (Terpstra y col., 2006).
La Microscopia de Campo Oscuro es la técnica de observacion directa empleada mas efectiva para comprobar el
crecimiento de leptospiras obtenidas de un cultivo (Vijayachari y Sehgal, 2006).

Los métodos indirectos se fundamentan en la demostracion de los anticuerpos sanguineos IgM y 1gG como
respuesta primaria mediante la co-aglutinacion empleando varios serovares debido al mosaico antigénico de
superficie del genero Leptospira (Brihuega, 2008), por lo que se debe utilizar el test de microaglutinacion (MAT)
como prueba estandar por la OIE.

Diagnéstico anatomopatoldgico.

Feraud y col.,, (2006) identifican la leptospirosis como una enfermedad de curso agudo y crénico
caracterizada por ictero, aborto en todas las especies y cambios anatomopatoldgicos variables por especie
aungue generalmente se produce una nefritis intersticial (Adler y De la Pefia, 2009). Entre los dafios
histopatolégico en animales que padecieron leptospirosis, Suarez y col., (2005) describen en las lesiones
macroscopicas la presencia de una ictericia difusa general, debido a los dafios en el endotelio vascular con
hemorragias en las mucosas digestiva, bronquial, urinaria y pulmonar. En la superficie del rifiédn aparece
congestion con punteado hemorragico; en la observacion microscépica se observa en el musculo estriado
cambios necréticos tipicos de la leptospirosis con vacuolizacién, hialinizacion e infiltracién de histiocitos,
granulocitos y células plasmaticas comprobandose mediante la técnica de anticuerpos fluorescentes la
presencia de antigenos de leptospira (Oliva y col., 1998; Malajov y col., 2007).

En los rifiones hay infiltrado inflamatorio intersticial, edema de la corteza y de la médula, observandose
mediante la tincién argéntica la presencia de leptospiras en los tubulos renales. En el higado se observa
necrosis de las células hepéticas y en los pulmones congestion, edemas y hemorragia intraalveolar. Bal
(2005) reafirma la vasculitis como la lesion histopatoldégica mas importante en rifion e higado y los casos
mas intensos debido a la misma vasculitis, se observa una hemorragia generalizada en musculo esquelético,
rifin, glandulas suprarrenales, pulmén, aparato digestivo y bazo.

Algunos reportes demuestran que en exdmenes histopatoldgicos de rifiones de ganado con nefritis
intersticial originada por leptospirosis Yener y Keles, (2001) se observaron puntos blancos. El examen
inmunohistoquimico les permitié llegar a la conclusion de que existe una relacion entre la presencia de
nefritis intersticial y los antigenos leptospirdsicos; asi también en secciones lesionadas de rifion tefiidas con
plata en animales con signos clinicos de la enfermedad fue confirmada la presencia de leptospiras (Colagros
y col., 2002).

Delgado y col., (2007) en estudios histopatolégicos de cobayos inoculados experimentalmente con L.
interrogans serovar Pomona, observaron en el tejido renal glomérulopatia, hemorragia e infiltraciéon leucocitaria
y necrosis multifocal del epitelio tubular, en el higado arteritis fribrinoide en ramas de la arteria portal, las

lesiones macroscopica mostraron hemorragias petequiales en tejido subcutaneo, ictericia, esplenomegalia y
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hepatomegalia; utilizando técnica de inmunofluorescencia detectaron leptospiras en el tejido del rifion y con la
técnica inmunohistoquimica observaron inmunorreaccidon positiva en una demarcacion de coloracion rosada
coincidiendo con los sitios sefialados por la tincién de Warthen-Starry demostrando la presencia de leptospiras
en los tubulos renales (Delgado y col., 2007).

Como lesiones predominantes se encuentran una coloracién ictérica del tejido subcutaneo, el aumento
significativo del bazo y hemorragias en las membranas mucosas con presencia de petequias y equimosis, en los
animales urémicos se presentan Ulceras en las encias, lengua y labios; se observa una alteracion general renal
(nefritis) con una ictericia generalizada, asi como lesiones hepéticas con necrosis focal (Malajov y col., 2007).
Diagnostico bacteriolégico.

Se pueden visualizar las bacterias en muestras clinicas de sangre, orina y liquido cefalorraquideo; mediante
microscopia de campo oscuro. Las mismas se observan como formas filamentosas de espirales estrechas con
extremos curvos en forma de gancho que poseen movimientos de rotacion y traslacion. Para ello las muestras
de sangre deben ser tomadas entre 1-10 dias (fase septicémica o leptospirémica) y las de orina entre la 2da y
4ta semana (fase leptospirarica) (Céspedes, 2002).

Para el diagndstico de la leptospirosis en humanos y animales la identificacion directa de las leptospiras es a
partir de muestras de orina, sangre, liquido cefalorraquideo 6 biopsia de tejido, mediante cultivo en medio
semisolido EMJH con 5 fluorouracilo incubandose a 28 °C, puede observarse en gotas situadas en laminillla
excavada mediante microscopia en campo oscuro las formas mdviles caracteristicas (Feraud y col., 2006).
Diagnostico seroldgico.

La Organizacion Mundial de la Salud Animal (OIE, 2006, OMS, 2008; W.H.0O, 2009) ha designado la técnica de
microaglutinacién (MAT), la cual utiliza antigenos vivos como la técnica de referencia o técnica de oro para los
estudios de diagnéstico de la leptospirosis. Esta se emplea para detectar anticuerpos leptospirdsicos en el suero,
permite la identificacion y clasificacién de los aislamientos de leptospiras y también sirve de base para evaluar
cualquier otro método serolégico nuevo para el diagndstico de la enfermedad (Ooteman y col., 2006).

Las pruebas con un antigeno recombinante LipL32 basado en un dipstick ELISA fue desarrollado en caninos por
Dey y col., (2007) siendo comprobada la reaccion mediante un cambio de color; al compararla con el MAT tuvo
una sensibilidad de 95,9 %, especificidad de 93,8% vV la efectividad fue de 94,8%. A partir de la modificacion a
la técnica rapida Aubiodot empleando un antigeno de L. biflexa, se han realizado ensayos para la identificacion
de anticuerpos leptospirales en sueros de caninos (Garcia y col., 2008).

Para el diagndstico de la leptospirosis en humanos en Cuba se ha utilizado con preferencia la Hemoaglutinacion
Pasiva, la cual es una prueba serolégica genero-especifica de alta sensibilidad (92%) y especificidad (95%) que
detecta IgM empleando eritrocitos de carnero o de grupo sanguineo O humano (Arencibia y col., 2010;
Arencibia et al., 2011).

Técnicas moleculares.

Las técnicas moleculares mas utilizadas son las que se realizan mediante la deteccién de genes propios de

especies patdgenas o especie especifica; siendo rapidas, sensibles y especificas pudiendo utilizarse para la
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identificacion de la enfermedad en estadios tempranos de la misma. Las técnicas empleadas son: la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RCP) la cual tiene la capacidad de amplificar de forma exponencial y
especifica una secuencia determinada del ADN empleando cebadores en las técnicas de Patrén de
Polimorfismo de los Fragmentos de Restriccibn 6 detectando una ubicacion especifica en el genoma
bacteriano. Para ello se emplean dos set de primer con una especificidad de 95,2% y de 91,4%. La
homologacion del DNA (mayor de 70%) en experimentos de hibridacion han dado 15 especies gendmica
(Vijayachari y Sehgal, 2006).

Otra técnica es la Hibridacion de Acidos Nucleicos ADN-ADN (HAN) que permite conocer las relaciones entre
las especies de leptospiras y realizar una reclasificacion taxondémica. Sus resultados se emplean en la
identificacion de cepas individuales, en la prevencidn, control de enfermedades y estudios epidemiologicos
(Xue y col., 2009; Adler y De la Pefia, 2010).

Situacion epidemioldgica de la leptospirosis.

Un tercio de las muertes que ocurren en el mundo se deben a las enfermedades infecciosas. De forma
general, éstas constituyen la primera causa de muerte, tanto en adultos como en nifios. A comienzos del
siglo XXI, causaron la pérdida de 5,7 millones de vidas, la mayor parte en los paises en vias de desarrollo.
Actualmente, son responsables de 14,9 millones de muertes al afio. La mitad de estas defunciones ocurren
en el tercer mundo, region donde se estima que 1 500 personas mueren por una enfermedad infecciosa sélo
en una hora y de ellas mas de 700 son nifios menores de 5 afios de edad (W.H.O., 2003a). Particularmente,
las denominadas enfermedades zoondticas muestran su ascenso a escala mundial. De forma general el
43,6% de las zoonosis tienen una distribucion universal. De ellas, en Africa y Asia se reconocen el 63,3%, en
América del Sur y Europa un 56%, en América del Norte el 60% y en América Central y el Caribe el 50%. La
leptospirosis constituye la zoonosis de mayor importancia en América y especificamente para América Latina,
regién donde es objeto de vigilancia y notificacién obligatoria (W.H.O., 2009; CDC, 2009).

En la primera reunién de la Asociacion Internacional de Leptospirosis en Nantes, Francia, en 1996, se inicio
un proyecto para estimar el impacto mundial de la leptospirosis humana (Van, 2006; W.H.0., 2009; CDC,
2009), con el objetivo de registrar los datos reales de la morbilidad y mortalidad de esta enfermedad. Se
estima que la incidencia varia de 0,1 a 1 x 100 000 habitantes/afio en las areas templadas, a por encima de
100 x 100 000/afio durante las epidemias en los trépicos. Ademas se calcula que 300 000 a 500 000 casos
severos ocurren cada afio, con una proporcion de casos fatales mayor al 30% (Victoriano, 2009; W.H.O.,
2009; CDC, 2009).

El estudio de la epidemiologia de esta zoonosis resulta dificil y se considera una de las enfermedades
infecciosas donde el control de un brote epidémico es muy complejo (W.H.O., 2003b). Esta afirmacion se
fundamenta primariamente en factores tales como: el clima, la densidad de poblacién y el grado de contacto
entre los reservorios y huéspedes accidentales, variables que intervienen en su presentacion, y dificultan la
extrapolacion entre las diferentes regiones geograficas, situacion que obliga al conocimiento individual de

cada continente, pais, regién o zona. En segunda lugar se debe mencionar lo problematico que resulta
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reconocer la enfermedad desde el punto de vista clinico por lo que se hacen necesarios medios diagnésticos
certeros. El diagndstico de la leptospirosis est4d muy atrasado con respecto a la mayoria de los patégenos;
las técnicas disponibles son costosas y en consecuencia no esta disponible para las mayorias.

La leptospirosis se encuentra en todo el mundo, particularmente en las regiones tropicales y subtropicales
donde las condiciones medioambientales favorecen su supervivencia y transmision. En muchos paises se
carece de datos epidemioldgicos fiables, de manera que se hace muy dificil evaluar con precision la carga
global de esta enfermedad; pero se conoce que las areas de mayor riesgo son: la India, Sri-Lanka, Tailandia,
Vietnam, Malasia, China, Seychelles, el Caribe, Brasil, y las Islas del Pacifico. Australia, Nueva Zelanda, y
Hawaii por su parte tienen algunas de las incidencias mas altas notificadas en los paises desarrollados (Ellis
y col., 2008; Colleen, 2010).

Es un mito perjudicial muy difundido que la leptospirosis no esté limitada a los paises en vias de desarrollo.
Articulos retrospectivos sobre su epidemiologia se describen en Irlanda, Dinamarca, Alemania e Italia
(Pappas y col., 2008; Vijayachari y col., 2008; Cruz y col., 2009; Monahan y col., 2009). Todos estos autores
seflalan la importancia de la leptospirosis como uno de los problemas de salud publica que requiere de
grandes esfuerzos gubernamentales para la vigilancia y el control del agente causal.
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