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Se realizo la reproduccion expernimental de la leptospirosis en hamster sirio dorado (Mesocricetus aureatus) y el curiel
duncan hartley (Cavia porcellus) evaluando tres serovares de Leptospira interrogan (L. canicola, L. copenhageni y
L. mozdok) en cuantc a su virulencra, sintomatologia y letalidad, asi como el estudio lesional macroscépico vy
microscopico. Los animales recibleron los indculos que contenian las leptospiras, por via intraperitoneal en dosis que
oscilaron entre 0,05 y 0,8 mL. El curso clinico de la enfermedad se caracterizo en la especie hamster, por la
presentacion de los sintomas generales alrededor del 3ero vy 5to difa postinoculacion, si la cepa es suficientemente
virulenta aparece &l cuadro clinico caracteristico, teniendo un resultado fatal antes del 7mo dia. Quedo demostrado que
el serovar L. mozdok es el mas virulento y que produce el cuadro mas florido, mientras que la especie curiel demostrd
ser mas resistente a los serovares estudiados que la especie hamster; ademds se profundizd en los aspectos

Datogenicos de este proceso.
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Introduccion

La leptospirosis es una enfermedad infectocontagiosa que
cauisa afectaciones en el hombre, amnimales domeésticos vy
salvajes, siendo su agente causal una espiroqueta aislada
DOT primera vez por los jJaponeses Inada e ido en 1910,

Los antmales domésticos y salvajes constituyen un eslabon
importante de la cadena epizodtica al actuar como reservorio

del agente etiologico con gran variedad de serovariantes que
sobrepasan las 200 de la JUnica especie patogena
(L. interrogans) del género leptospira. En los humanos esta
enfermedad ha presentado altos indices de morbiidad vy
letalidad, incrementdndose este Uitimo aspecto cuando el
'diagnéstico se realiza tardiamente o es enmascarada con otras
enfermedades (1),

La infeccidon con Leptospira se produce generalmente de dos
formas: Iindirecta, que se origina por el contacto con el
aqua, el suelo o alimentos contaminados con la orina
nfectiva de animales portadores o también de forma
directa, por el contacto con la orina y tejidos de animales
nfectados. Las Leptospiras penetran en el organismo por
heridas o abrasiones en fa piel a traves de las membranas
mucosas, la conjuntiva o por inhalacion de aerosoles que ias
contengan; ellas invaden Inmediatamente el torrente
sanguineo en el que se multiplican dando origen a una ftase
eptospirémica que dura entre 7 y 10 dias desde el inicio de
a enfermedad vy durante la cual es posible aislarlas de la
sangre; después de esos 10 dias se pueden detectar

anticuerpos v las Leptospiras se establecen en los tubulos
renales produciendo la leptospiruria, gue tiene una duracion
variable segun la especie animal infectada y en el curso de
a cual es posible aislar Leptospiras de la orina o tejdos de

0s animales que sobreviven (2).

Como es conocido, la leptospirosis tiene un alto grado de
polimorfismo clinico, lo que hace que el proceso evolutivo
derive en varios cuadros clinicos que dependen
fundamentaimente de |la especte animal, el serotipo
infectante, la wvirulencia del germen vy la resistencia del
huesped, dando origen a confusiones con procesos
infecciosos, quedando enmascarada con otro tipo de

diagnostico clinico.

Diferentes modelos experimentales han sido empleados para
estudiar la leptospirosis, asi como modelos para la
evaluacion de vacunas; entre ellos se pueden citar: el
hamster (3, 4, 5, 6), el cobayo o curiel v el ratén (7, 8). En
general la mayoria de los autores coinciden en que el
hamster es el mas adecuado para los estudios de esta
enfermedad. Ante la necesidad de desarrollar
investigaciones relacionadas con la leptospirosis con vistas
a la produccion vy evaluacion de vacunas para uso humano,
se caracteriza clinica y patologicamente esta enfermedad en
las especies curiel y hamster, profundizando en los procesos
clinicos vy lesionales de la misma, y se analiza la
patogenicidad de los diferentes serovares en ambas
especies considerando las posibles ventajas de un
biomodelo con respecto al otro.

Materiales y Métodos

Animales

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron hamsters sino
dorado de sexo macho y un peso promedio de 54 g vy curieles
duncan hartley con peso de 250 g a 350 de sexo macho, los
cuales fueron mantenidos en condiciones convencionales,
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procedentes del Centro Nacional para l|a Produccién de
Animales de Laboratorio {(CENPALAB) y acompanados de su
correspondiente certificacion higiénico sanitarta y genéetica. El
allmento que reciblieron fue plenso para roedores y agua
acidulada con un pH de 2,5 en el caso de los hamster y para
los curieles el agua fue natural y enriquecida con vitamina C
ad libitum, el regimen de iluminacion consistio en 12 horas luz-
oscuridad, la temperatura de la habitacion se mantuvo 21 +
2 °C y la humedad relativa de 55%. Los animales se ubicaron
a razon de 2 por caja tipo 12 {(macrolén) para la especte
hamster vy 6 animales por caja tipo T4 (macrolon) para Ia
especle curiel. Las moculaciones se practicaron por via
intraperitoneal (IP} en volimenes que oscilaron entre 0,05 vy
0,8 mL con una carga bacteritana por inéculo de 7,5 x 10’
Lep/mL. Los serovares fueron L.canicola, L[.copenhagen: y
[. mozdok, los cuales se consideran de mayor circulacion en

Cuba.

Preparacidon de los in6culos

Se tomo un cultivo con 7 dias de incubacidon en estacionario a
copenhagen/ vy
{. mozdok procedentes del cepario del Instituto Finlay; se
contaron en camara de Petrof Hauser en un microscopio de
campo oscuro (ajustandose cada inéculo a una concentracion

28 °C de los serovares [. canicola, L.

de 7,5 x 10’ lep/mL). De esta preparacion se inocularon
8 hamsters y 6 curieles con las dosis siguientes:

8y 6 0,8 mLI.P 6,0 x 10’
8y 0 0,4 mLI.P 3,0 x 10’
8y 6 O,1T mLILP 7.5 x 10°
8vy 6 0,06 mLIP 3,75 x 10°

Se realizo este esquema para cada serovar y especie.
Estudios Clinicos

Se observaron los animales dos veces al dia, a las 8:00 a.m. y
a las 6:00 p.m., anotando las correspondientes alteraciones, vy
se controlé diarlamente el peso corporal, temperatura rectal,
consumo de agua y pienso.

Peso corporal

Los animales con previa identificacion se pesaron diariamente
en una balanza digital (Marca Sartorius) durante el transcurso
de la prueba, registrandose los valores en una planilla
habilitada al eftecto.

Temperatura rectal

Esta fue tomada con un termometro clinico dos veces al dia
en horas de la manana y la tarde.

Consumo de alimentos

El pienso se suministré ad lbiturm a razon de 200 g para la
especlie hamster y 500 g para la especie curiel y se pesd
dianamente restituyendo estas cantidades y registrando el
consumo diario.

Consumo de agua

El agua se administré ad /hbitum en pomos de cristal de
250 mL para la especie hamster y para la especie curiel en
pomos de cristal de 500 mbL y se midié diartamente el
consumo con ayuda de una probeta graduada.

Otros signos y observaciones externas se analizaron vy
anotaron durante el experimento, haciéndose énfasis en la
piloereccion, excitabilidad, abertura parpebral, postracion vy
muerte (dos veces/dia).

Los resultados que se muestran de los cuatro parametros
(temperatura, peso corporal, consumo de agua y alimentos)
representan por cada tiempo, la media de los animales
inoculados con la dosis mavor (0,8 mL).

Estudios anatomopatoldgicos

A los animales se les realizé la necropsia en el momento de la
muerte por el método convencional donde se observaron vy
registraron las lesiones, mientras que para los estudios
histopatologicos se tomaron muestras del sistema nervioso

central (SNC),
ganglios linfaticos, pancreas y otros que resultaron de interés,

pulmoén, corazon, higado, bazo, rinones,

fiyando estos en formol neutro al 10%, procesando mediante
INclusion y cortes en paratfina y coloreando las preparaciones
con hematoxilina eosina (H.E), acido peryodico de Schiff
(PAS), hematoxilina tfosfotingstica y coloracién especial de
Warthym Starryn.

Analisis estadisticos

Se aplico el t de Student para los datos numeéricos de peso,
temperatura consumo de agua y pienso.

Resultados

La aparicion de los primeros sintomas clinicos se produjeron a
las 48 horas post-inoculacion para la especie hamster vy
continuaron, hasta las 120 horas donde hubo un 100% de
mortalidad (Tabla 1). Mientras que en la especie curiel no se
observaron sintomas clinicos ni muertes.

Tabla 1. Mortalidad tras la inoculacion de los tres serovares
de leptospira en hamster y curiel

Mortalidad

L.mozdok
L.canicola
L.copenhageni

L.mozdok
L.canicol/a
[.copenhageni

Curiel

La temperatura se comporto de forma semejante para los tres
serovares en la especle hamster,
significativamente (P<0,05) desde las 48 hasta las 96 horas
post-tnoculacién y decreciendo posteriormente hasta caer en

aumentando
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un estado de hipotermia, mientras que los controles se L. mozdok (Grafico 1). En ia especie curiel no se observaron

mantuvieron dentro de los limites fisioldégicos reportados para diferencias significativas con respecto a este parametro
la especie {9). Los mayores registros corresponden al serovar (Grafico 2).

Grafico 1. Temperatura corporal en hamsters infectados Grafico 2. Temperatura corporal en curieles infectados con

con leptospiras leptospiras
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El peso corporal aumentd en las especie hamster durante las L. canicola P< 0,001 L.copenhagernr P< 0,01), siendo
primeras 48 horas para luego comenzar a disminuir de forma mas precoz su manifestacion en aquellos infectados con el
marcada, al ser comparados con los controles no inoculados, serovar L. canicola {Gréfico 3). Mientras que en la especie
mostrando una disminucion significativa en todos los animales curiel no se observo diterencia estadistica en estos parametros
infectados por los tres serovares (L. mozdok P< 0,02, (Grafico 4).

Grafico 3. Comportamiento del peso en hamsters infectados

Grafico 4. Comportamiento del peso en curieles
Con leptospira
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La ingestion de agua y pienso se comporté de manera
decreciente en la especie hamster a partir de las 48 horas
post-inoculacion, diferenciandose  significativamente (P <
0,001) de los controles a partir de este momento. (Graficos b

observo una desminucion del consumo de agua y pienso,
aumentando posteriormente estos parametros con valores por
encima de los controles, observandose diferencia estadistica

en el serovar L. caniola tanto para el consumo de agua (P <
y 7). En la especie curiel durante las primeras 72 horas se 0,02) como del pienso (P< 0.001) {Graficos 6 y 8).
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Gratfico b. Consumo de agua en hamsters infectados Gratico 7. Consumo de pienso en hamster

con leptospiras con leptospiras
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Grafico 6. Consumo de agua en curieles infectados con

ieptospiras
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Otros sintomas observados con gran regularidad en los
hamsters fueron la piloereccion, la excitabilidad, postracion vy
disminucion de la abertura palpebral. Este Ultimo signo
confiere una caracteristica apariencia asiatica a los hamsters.
En todos los serovares estos sintomas referidos se hicieron
evidentes a partir de las 84 a 96 horas post-infeccion. Desde
el punto de vista anatomopatologico todos los hamsters
hemorragicos con

presentaron congestivos vy

Procesos
diferencias en la intensidad segun el serovar con el cual fueron
nfectados, resultando los mas afectados los inoculados con

L. mozdok.

En los ensayos correspondientes a cada serovar (L. canicola,

L. copenhagenty L. mozdok), existio correspondencia entre las
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lesiones que presentaron los animales inoculados con los
diferentes serovares. Se observd que histopatoldgicamente los
organos mas afectados resultaron ser higado y rindn; en el
primero hubo congestion grave y pérdida de la estructura
organizativa de los cordones de hepatocitos, los cuales
ademas presentaron diferentes grados de degeneracion que
llegé hasta focos de necrosis bien delimitados vy depdsitos
de hemosiderina; los rinones por su parte mostraron
congestion grave y hemorragia en la zona medular vy cortical,
presencia de cilindros hialinos, degeneracion del epitelio de los
tubulos renales que en ocasiones lleqé hasta la necrosis

(Figuras 1 vy 2).

VacciMonitor, Afo 7 No. 5

11




Figura 1. Higado de hamster infectado con leptospira serovar mozdok
5 dias postinoculacion. Congestion de los sinusoides y desorganizacion
de los cordones de hepatocitos H.E x 130.

Figura 3. Rindon de hamster infectado con leptospira serovar mozdok
5 dias postinoculacion. Multiples leptospiras a nivel de la luz de los

tubulos renales. Warthyn Starryn x 200.

Otros organos que presentaron lesiones fueron el corazon con
graves hemorragtas e infartos agudos vy los pulmones que se
mostraron congestionados y con hemorragias focales vy
neutréfilos en los septos alveolares. El SNC se observo
congestivo a nivel de los vasos meningeos; por otra parte en
el bazo se destaco la congestion de los cordones y depdsito
de hemosiderina libre y fagocitada.

Los cuadros lesionales mas floridos y con mayor nimero de
eptospiras demostradas con la técnica argentica de Warthyn
Starryn correspondieron al serovar L. mozdok, no obstante, en
todos los animales infectados pudieron observarse las lesiones

v los gérmenes en diferentes organos (Figura 3).

En la especie curiel no se registraron muertes y en la necropsia
al termino del experimento, nc se encontro ningun tipo de
lesion. En la Tabla 1 se puede observar el comportamiento en
cuanto a mortalidad se refiere en ambas especies.

Figura 2. Rindn de hamster infectado con leptospira serovar
canicola, 6 dias postinoculacion. Degeneracion de los

tubulos renales y presencia de abundantes cilindros hialinos
H.E. x 180.

Discusion

Cuando la enfermedad se presenta en su forma natural, tanto
en el hombre (10} como en los animales domeésticos vy salvajes
(11, 12} el periodo de incubacidon oscila entre 7 y 12 dias; sin
embargo cuando se realizan reproducciones experimentales
estos se acortan de 3 a b5 dias (4, b) lo cual coincide con
nuestras observaciones, utilizando el hamster sirio dorado. Se
piensa que esto pudiera obedecer en primer término a las altas
dosis de infeccion administradas, a la virulencia de las cepas vy
a la via de administracion utilizada (13). Cuando se inoculan
los gérmenes por via intraperitoneal, como en este caso las
leptospiras alcanzan el torrente sanguineo antes de una hora
post-inoculaciéon; mientras que las infecciones naturales cuya
puerta de entrada fundamental son: La ptel lisada o intacta, la
mucosa faringea o la conjuntiva {14, 15), ldogicamente la

patogenesis es mas demorada, teniendo en cuenta ademas el
volumen v la concentracion de los referidos inéculos.

El modelo en hamster propuesto semeja, entre otros aspectos
la enfermedad natural por el humano por el establecimiento
repentino de la fiebre (14, 16, 17). Comncidiendo con los
valores de temperatura reportados al reproducir la enfermedad
en hamster siro (13). Generalmente la fiebre tiene caracter
bifasico en la leptospirosis humana o decae en la medida que
evoluciona hacia valores normales (10), en este caso luego de
un pico alrededor del cuarto dia post-infeccion desclende
abruptamente para llegar a hacerse subnormal antes de la
muerte.

Los parametros de peso, consumo de agua y alimentacion
sufrieron considerables disminuciones, lo cual coincide con el
curso agudo de la enfermedad, la marcada pirexia.
Particularmente en cuanto a la anorexia existe una marcada
similitud con la leptospirosis humana y de otros animales
susceptibles.

Desde el punto de vista anatomopatoldgico macroscopico
resultd6 un hallazgo general y constante la presencia de
procesos congestivos y hemorragicos junto a lestones propias
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procesos congestivos y hemorragicos junto a lesiones propias
(e caguexia (degeneracion de las grasas renales y cardiacas V
el agotamiento esplénico}. Todo lo cual coincide con las
lesiones mas comunes descritas en las especies de animal

infectadas natural o artificialmente por este germen (3, 18).

Histopatologicamente el higado vy rindn fueron los organos
mas atectados, caracterizados primero por grave congestion vy
desorganizacton de los cordones de hepatocitos con focos de
necrosis en los estados mas avanzados. En el rifdn la

adegeneracion del epitelio tubular. las hemorragias v los

depositos proteinaceos a nivel de los glomérulos v tubulos
fueron tlas lesiones mas caracteristicas. A su vez estos
hallazgos son similares a los encontrados en los hombres v

animales enfermos de leptospirosis {16, 18, 19)

Otros organos seriamente afectados fueron corazon y pulmon,
presentando ambos graves hemorragias y congestion, asi
como miocarditis intersticial focal con significativas lesiones a
nivel del endotelio vascular. Este Ultimo aspecto de gran
significacion desde el punto de vista patogénico segun (20,
21,22, 23y 24).

La presencia de leptospiras identificadas en la totalidad de los
casos Inoculados en diferentes drganos con la coloracion

espectai Warthyn Starryn resulté una evidencia ineguivoca de

la circulacion e invasividad de las espiroquetas en los animales
mnfectados {10).
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Los curieles padecieron la enfermedad en forma clinica POCO
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Chnical and pathological caracterization of leptospirosis in Golden Syrian hamster and Duncan
Hartley guinea pig by means of experimental infection with three L. interrogan serovars

Abstract

The experimental reproduction of Leptospirosis was conducted in Golden Syrian Hamster (Mesocricetus aureatus) and Guinea
Pig Duncan Hartley (Cavia porcellus) evaluating three serovars of Leptospira interrogans (L.canicoia, L.copenhageni and
L.mozdok) as for their virulence, symptomatology and lethality, as well as the macroscopic and microscopic injury studies.
The animals received intraperitonally leptospires in doses that oscillated from 0.8 to 0.05 ml. The illness clinical course was
characterized 1n hamster by presenting general symptoms around the 3rd and 5th day after inoculation, if the strain is virulent
enough the typical clinical picture appears before the 7th day, having a fatal result. It was demonstrated that L.mozdok
serovar 1s the most virulent and produces the most florid picture in hamsters. On the other hand, guinea pigs demonstrated to
be more resistant to the studied serovars than hamsters. The pathogenic aspects of this process were also deeply study.

Key words: Leptospirosis, hamster, Guinea Pig, characterized.
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