Rev Peru Med Exp Salud Publica 22(4), 2005

ARTICULO DE REVISION

LEPTOSPIROSIS: ENFERMEDAD ZOONOTICA REEMERGENTE

Manuel Céspedes Z*

RESUMEN

La leptospirosis es un problema de salud publica a nivel mundial, en particular en areas tropicales y subtropicales y
en paises en vias de desarrollo. La magnitud del problema es atribuido a las condiciones climéaticas y ambientales,
pero también al contacto que se tiene con ambientes contaminados por Leptospira, esto se observa en las activida-
des agricolas, ganadera, minera, recreacionales, deportivas y condiciones de salubridad en la vivienda.

Es una enfermedad potencialmente mortal pero tratable; su espectro clinico va desde la enfermedad asintomatica,
sintomas minimos similares a un resfrio comun, hepatitis, dengue clasico o pueden ser graves como las fiebres
hemorragicas virales y meningitis. Al ser frecuente en zonas tropicales donde confluyen otras infecciones como el
dengue, tienden a confundirse sus cuadros clinicos, siendo generalmente subdiagnosticada, sin embargo estudios
recientes han demostrado su importancia en la salud publica.

Los nuevos y menos complicados métodos de diagnéstico se han desarrollado en afios recientes, permitiendo que
la infeccion sea identificada en campo sin la necesidad de tener laboratorios tan sofisticados. La falta de disponibi-
lidad de una vacuna que proteja contra todos los serovares de leptospiras hace que la prevencién hasta ahora
dependa de la implantacién de medidas de saneamiento.

En esta revision se brinda informacién sobre aspectos relacionados a la bacteria, epidemiologia, reservorios, trans-
misién, patogenia, clinica, diagnéstico y manejo de la leptospirosis.
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ABSTRACT

Leptospirosis is a public health problem all over the world, particularly in tropical and subtropical areas, as well as in
developing countries. The high prevalence of this disease is attributed to weather and environmental conditions, but
it also occurs because of contact with contaminated environments, particularly in relation to agricultural, farming,
mining, recreational, and sport activities, as well as unhealthy conditions in households.

Leptospirosis is a potentially lethal but treatable disease; its clinical spectrum goes from an asymptomatic disease or
a condition with minimal symptoms resembling common cold, viral hepatitis, or classic dengue fever, to a severe
disease with the same presentation as that of hemorrhagic viral fevers and meningitis. Since leptospirosis is frequent
in tropical areas where other infectious diseases, such as dengue fever, its clinical manifestations tend to overlap
with those of other conditions, and it is frequently misdiagnosed; however, recent studies have shown that leptospirosis
is an important public health problem.

New and easy-to-use diagnostic methods have been developed in recent years, so that the infection is now
identified in the field without the need for sophisticated laboratory equipment. Since no vaccine is available, prevention
depends upon appropriate sanitation measures.

In this review we present information with respect to the causative microorganism, as well as considering epidemiology,
reservoirs, transmission, pathophysiology, clinical features, diagnosis, and management of leptospirosis.

Key words: Leptospira; Leptospirosis; Public Health; Review (source: DeCS BIREME).

* Laboratorio de Leptospiras, Centro Nacional de Salud Publica, Instituto Nacional de Salud. Lima, Peru.
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INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica de im-
portancia global y distribucion mundial, pero es mas
frecuente en las areas tropicales donde las condicio-
nes para su transmision son particularmente favora-
bles!. Los ultimos brotes han permitido que aumente
el interés como problema de salud publica, debido a
que estos han producido formas letales y presenta-
ciones clinicas poco frecuentes, como los casos de
hemorragia pulmonar grave*.

Es reconocida ahora en muchas regiones del mundo
como una causa frecuente de sindromes febriles
indiferenciados, confundiéndola muchas veces con
enfermedades endémicas de cada regién®; se creia
que la leptospirosis se circunscribia s6lo en areas
tropicales, pero actualmente se reportan casos en ciu-
dades con mas frecuencia®.

Se ha considerado siempre a la leptospirosis como
una enfermedad asociada con la ocupacion de las
personas, sobre todo cuando la persona esta en con-
tacto directo o indirecto con orina de animales infecta-
dos®. Sin embargo, el fenémeno de globalizacion, los
cambios climaticos, y las migraciones de animales y
personas hacia nuevas zonas, han propiciado que la
leptospirosis sea considerada en la actualidad como
un problema latente para cualquier poblacion’.

MICROBIOLOGIA Y TAXONOMIA

TAXONOMIA

El género Leptospira (Gr. Lepto = fino y espira = espi-
ral) pertenece a la familia Leptospiraceae y al orden
Spirochaetales, las cuales se diversificaron tempra-
namente en la evolucion de las bacterias.

Tradicionalmente han sido clasificadas tomando como
base a sus determinantes antigénicos en dos espe-
cies, la mayoria de leptospiras patégenas se agrupa-
ron dentro del «complejo interrogans» (después L.
interrogans sensu lato), las otras se pusieron en el
«complejo biflexa» (después L. biflexa sensu lato) que
agrupa a las saprofitas principalmente.

La unidad taxonémica en Leptospira es el serovar,
ambos complejos (L. interrogans y L. biflexa) han sido
dividido en numerosos serovares por la prueba de
aglutinacion cruzada (CAAT), muchos serovares den-

tro de un serogrupo son representados por una sola
cepa de referencia®’. Los serovares homélogos
antigénicamente han sido agrupados en serogrupos.
Existe mas de 60 serovares de L. biflexa sensu lato y
mas de 240 serovares agrupados en 24 serogrupos
dentro de L. interrogans.

Actualmente, la clasificacion del género Leptospira esta
basado en la homologia del ADN y esta dividido en 17
especies; definido en 70% de homologia y 5% de di-
vergencia en el ADN (Tabla 1)>7#; el avance en la biolo-
gia molecular ha permitido también secuenciar su
genoma que consiste de dos cromosomas circula-
res®10,

No obstante, esta clasificacion coexiste con la clasifi-
cacion seroldgica antigua; debido a problema en la
clasificacion los nuevos aislamientos de Leptospira
deben caracterizarse por pruebas moleculares y
serologicas®"t.

MICROBIOLOGIA

Esta bacteria fue aislada en 1915 por Inada et al. en el
Japén y la identificaron como el agente causal del sin-
drome de WEeil (Inada et al., 1916). La Leptospira es de
forma helicoidal, aerébico obligatorio, presenta en uno
0 ambos extremos una curvatura en forma de gancho,
tiene una gran movilidad que le viene dada por un
axostilo, el cual esta formado por dos filamentos axiales
insertados en un disco o protuberancia al final del cuer-
po citoplasmatico y cuyo extremo libre esta unido a la
region media de la bacteria estas caracteristicas se
observan en microscopio electrénico. Tiene un dia-
metro aproximado de ~0,25um y una longitud variable
entre 6-25um y puede pasar por membranas de filtra-
cion de poro 0,22um, ésta caracteristica hace que la
Leptospira sea observable Gnicamente en un micros-
copio de campo oscuro o de contraste de fase, y ade-
mas que no se pueda colorear con anilinas®°,

La Leptospira se cultiva en medios artificiales, las cua-
les podrian contener 10% de suero de conejo 6 1% de
suero albumina bovina y tween 80, a un pH 6,8 - 7,4; el
crecimiento éptimo es entre 28 y 30 °C. Para evitar la
contaminacion del medio se puede adicionar
antibidticos o intercalantes como el 5-fluorouracil y
sulfato de neomicina para hacerlo selectivo. Los me-
dios comunmente usados son el Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris medium (EMJH) el cual
contiene 1% BSA y Tween 80; Korthoff's y Fletcher’s®.
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Tabla 1. Clasificacion de Leptospira*

Especie Serogrupo Serovar Cepa de referencia

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

L. interrogans Icterohaemorrhagiae  Icterohaemorrhagiae RGA
Icterohaemorrhagiae  Copenhageni M 20
Icterohaemorrhagiae  Lai Lai
Pomona Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes Salinem
Sejroe Hardjo Hardjoprajitno

L. alexanderi Manhao Manhao3 L 60

L. fainei Hurstbridge Hurstbridge BUT 6

L. inadai Lyme Lyme 10
Autumnalis Bim 1051

) " Cynopteri Cynopteri 3522 C

5 LU E Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V
Pomona Mozdok 5621

L. meyeri Semaranga Semaranga Velrad Semaranga 173
Ballum Ballum Mus 127
Ballum Castellonis Castellon 3

L. borgpetersenii Javanica Javanica Veldrat Bat 46
Sejroe Sejroe M 84
Tarassovi Tarassovi Perepicilin

L. weillii Celledoni Celledoni Celledoni

L. noguchii Autumnalis Fortbragg Fort Bragg
Panama Panama CZ 214K

L. santarosai Ba.ta.viae Brasilignsis An 776
Mini Georgia LT 117

Genomospecies 1 Ranarum Pingchang 80- 412

Genomospecies 4  Icterohaemorrhagiae  Hualin LT 11-33

Genomospecies 5 Semaranga Saopaulo Sao Paulo

Leptospiras saprofitas

Genomospecies 3  Holland Holland Waz Holland (P438)

L. biflexa Semaranga Patoc Patoc |

L. wolbachii Codice Codice CDC

EPIDEMIOLOGIA

La leptospirosis es una zoonosis de distribuciéon mun-
dial, con mayor incidencia en las zonas tropicales que
en las regiones con climas calidos como la costa; ac-
tualmente su transmisiéon ocurre con mayor frecuen-
cia en zonas donde hay expansion poblacional, espe-
cialmente en paises en vias de desarrollo.

Se desconoce su real incidencia, debido a la falta de
conocimiento de la enfermedad, a la gran proporcion
de infeccién subclinica que puede pasar desapercibi-
da, y que los métodos diagnosticos no estan disponi-
bles en las areas endémicas?®*®. En estudios desa-
rrollados en la selva del Perl (regiones de Loreto y
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Madre de Dios), se hallé una proporcién muy alta (20-
30%) con evidencia serolégica de leptospirosis agu-
da en pacientes con sindrome febril indiferenciado*.

RESERVORIOS

Los reservorios de las Leptospiras son animales que
mantienen una relacion de comensales con las bac-
terias y no sufren o sufren muy levemente la enferme-
dad; transfieren las Leptospiras a sus crias en utero o
el periodo neonatal, favoreciendo la cadena de trans-
misién. Los portadores son aquellos animales que
mantienen las Leptospiras viables y con capacidad de
multiplicarse en sus rifiones, excretandolas intermi-
tentemente por la orina; muchos de estos pueden te-
ner serologia negativa °.
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Los reservorios mas importantes son mamiferos pe-
quefios que pueden transmitir la infecciéon a los ani-
males domésticos y a los humanos. La transmision
depende de muchos factores como el clima, la densi-
dad y el grado de contacto entre el reservorio y los
hospederos accidentales. Los roedores pueden ser
reservorios de diferentes serovares, pero las ratas
generalmente son reservorios de serovares como
Icterohaemorrhagiae y Ballum, y los ratones son
reservorios para el serogrupo Ballum®2.

Recientes estudios muestran que algunos mamife-
ros y marsupiales presentan serovares inusuales
como el caso de serovar Bim en Mus musculus de Bar-
bados®®. Sin embargo, se conoce que una sola espe-
cie podria ser reservorio de serovares diferentes en
areas geograficas diferentes, como por ejemplo el
pequefio mongoose (Herpestes auropunctatus), el cual
mantiene el serovar Sejroe e Icterohaemorrhagiae en
Hawaii’, serovar Icterohaemorrhagiae y Djatzi en Puer-
to Rico', serovar Icterohaemorrhagiae en Jules en
Jamaica'®, serovar Icterohaemorrhagiae y Brasiliensis
en Granada®, y serovar Canicola en Trinidad®.

Los animales domésticos también son reservorios
accidentales; los cerdos albergan a los serovares
Pomona, Tarassovi y Bratislava; las ovejas, Hardjo y
Pomona; los perros, Canicola?; y el ganado vacuno
puede albergar serovares como Grippotyphosa,
Pomona y Hardjo (Tabla 2).

El serovar Hardjo causa infeccion en el ganado vacu-
no en todo el mundo, y produce brotes de mastitis y
aborto; también se puede encontrar en fetos aborta-
dos y en terneros prematuros?. Ademas, se ha aisla-
do en fetos sanos, descarga vaginal y en el tracto geni-
tal, urinario y en semen de toros?.

Las distintas variaciones en los reservorios acciden-
tales y sus serovares ocurren a lo largo del mundo. Un
conocimiento de los serovares prevalentes y sus

Tabla 2: Reservorios tipicos y serovares de Leptospira
encontrados.

Reservorios Serovar(s)

Cerdo Pomona, Tarassovi

Vacuno Hardjo, Pomona, Grippotyphosa
Caballo Bratislava

Perro Canicola

Oveja Hardjo

Rata Icterohaemorrhagiae, Copenhageni
Raton Ballum, Arborea, Bim

Marsupiales Grippotyphosa

Murciélago Cynopteri, Wolffi

reservorios accidentales es esencial para entender la
epidemiologia de la enfermedad en cualquier regién®.

Se han aislado serovares patégenos de fuentes de
agua en las regiones tropicalesy en los Estados Uni-
dos se han aislado los serovares
Icterohaemorrhagiae, Dakota, Ballum, Pomona, y
Grippotyphosa?*. La supervivencia de Leptospiras
patégenas en el ambiente depende de varios facto-
res, como el pH, temperatura, y la presencia de com-
puestos inhibitorios.

Las Leptospiras en el agua, a temperatura ambiente,
permanecen viables durante varios meses con un pH
de 7,2 a 8,0 bajo las condiciones del laboratorio®; la
supervivencia en agua de rio es mas corta pero es
prolongada a bajas temperaturas?. En aguas servi-
das domésticas disminuye el tiempo de superviven-
cia a pocas horas; en tierra acida (pH 6,2) sobreviven
por siete semanas, y en lodo de tierra por lo menos
tres semanas’. También se piensa que los rezagos
de detergentes han reducido la sobrevivencia de la
Leptospira en los desagles, pues se inhiben a con-
centraciones bajas de detergente®. Cuando la tierra se
contamina con la orina de ratas infectadas la
Leptospira sobrevive durante aproximadamente dos
semanas?®.

TRANSMISION Y GRUPOS DE RIESGO

La infeccion humana es el resultado de la exposicion
a la orina infectada de mamiferos portadores, ya sea
directamente o via la contaminacién de tierra o agua.
Las puertas usuales de entrada de la Leptospira son
las abrasiones, cortes en la piel y por via conjuntivar;
la infeccién también puede darse después de la in-
mersion prolongada en el agua. La transmision en el
agua se ha documentado en muchos brotes de
leptospirosis??. Se ha reportado también que por la
inhalacion de agua o por aerosoles y el ingreso hacia
las vias respiratorias se puede producir la infeccion.
Raramente la infeccion puede darse por mordeduras
de animales®. La transmision directa entre los huma-
nos ocasionalmente se ha demostrado porque el pH
bajo de la orina limita la sobrevivencia de la Leptospira
después de la excrecién. También se ha reportado la
transmision por relaciones sexuales™.

Las infecciones humanas pueden adquirirse a través
actividades profesionales, recreativas, 0 exposiciones
involuntarias. La ocupacion es un factor de riesgo im-
portante para los humanos®. El contacto directo con
las orina de los animales infectados puede causar
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infecciones en granjeros, veterinarios, matarifes®, traba-
jadores que realizan el control de roedores®, y otras ocu-
paciones en el que se tiene acercamiento con anima-
les®. El contacto indirecto es importante para los obre-
ros de desagiie, mineros, militares®, los limpiadores de
tanque sépticos, criadores de peces®, guardabosques,
obreros de canales??, agricultores que se dedican al cul-
tivo de arroz, platanos, cafia de azlcar y otros®.

Los mineros fueron el primer grupo de riesgo en ser
reconocido®'. La ocurrencia de la enfermedad de Weil
se detectd primero en obreros de desagues en los
aflos treinta, el serovar comprometido fue el
Icterohaemorrhagiae, que se aisl6 mediante inocula-
cién con muestras de los pacientes a cobayos y tam-
bién de las ratas atrapadas en los desagies®. El reco-
nocimiento de esta actividad como un riesgo, llevé a la
adopcion, en el programa de control de roedores, del
uso de ropa de proteccion lo que repercutio en la re-
duccion de casos.

Los pescadores son otro grupo de riesgo para con-
traer leptospirosis. Recientemente se ha demostrado
casos en pescadores contagiados, presumiblemente,
por el contacto con orina de ratas®, en este caso la
infeccion fue con serovares del serogrupo
Icterohaemorrhagiae, el cual se asocia por su alta mor-
talidad?®e.

Los ganaderos son un grupo ocupacional de riesgo
importante a lo largo del mundo, principalmente aso-
ciado a la enfermedad del ganado(mastitis)®, la pre-
sencia del serovar Hardjo y el ordefiamiento®.

En los Ultimos afios se han incrementado los casos asocia-
dos con actividades recreacionales, particularmente en de-
portes de agua como natacion®, canotaje®, balseo en agua
dulce® y pesca en agua dulce; también se ha producido un
gran nimero de casos cuando la exposicién ocurre durante
eventos deportivos en &reas tropicales®4..

Se han reportado varios brotes de leptospirosis aso-
ciadas a fuentes de agua®?®, aumentando el riesgo
en casos de inundacién#243,

Los casos de leptospirosis en las regiones tropicales
son debido a exposiciones accidentales adquiridas
durante actividades de la vida diaria**. Muchas infec-
ciones se han atribuido al caminar descalzo en sue-
los humedos o cultivando un huerto o jardin con las
manos desnudas*.

Los perros son una fuente importante para la infeccion
humana en muchos paises tropicales y puede ser una
fuente importante para el inicio de brotes* (Figura 1).
Nosotros hemos encontrado dos brotes asociados a cer-
dos y perros en la selva y costa del Peru (Figura 2).

Figura 1. Fotos de transmision de leptospirosis dentro del contexto epidemiolégico en el Pera. (A) Personas bafidndose en una
fuente formada por el afloro de aguas subterraneas. (B) Nifios bafiandose en un canal de regadio, (A) y (B) fueron dentro del
contexto de un brote en la costa, (Cafiete, Lima). (C) Vivienda ristica con condiciones ideales para adquirir leptospirosis
(campamento minero en Manu, Madre de Dios). (D) mujer lavando ropa en un pozo de consumo de agua y aseo en Zungarococha,
Iquitos. (E) Nifios jugando descalzos en Yarinacocha, Ucayali. (F) Nifios jugando con lodo en Pucallpa, Ucayali.
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Las variaciones en los ecosistemas, ya sea por el cli-
ma, las migraciones, invasion de selvas virgenes o
las actividades socioculturales de la poblacion, cam-
bian las interacciones entre los seres vivos y modifi-
can las condiciones medioambientales, lo cual afecta
notablemente a las poblaciones de reservorios y mo-
difican la transmision de la leptospirosis.

En el estudio de la ecologia de la transmisién de la
leptospirosis en la amazonia peruana se ha obtenido
una gran variedad de aislamientos provenientes de
mamiferos silvestres y animales domésticos, estos
aislamientos incluyeron serovares ya conocidos como
Icterohaemorrhagiae y cuatro nuevos serovares, to-
dos ellos obtenidos a través de la electroforesis de
campo pulsado. Estos aislamientos se obtuvieron de
roedores (Rattus norvegicus, Rattus rattus, Proechimys
brevicauda), y de zarigueyas (Didelphis marsupialis,
Philander andersoni y Philander opossum).

Para entender mejor la transmision de la leptospirosis,
Faine et al. propone tres modelos epidemiolégicos®;
el primero ocurre en climas templados donde son
pocos los serovares que estan involucrados en la
infeccion humana y generalmente es por contacto di-
recto con ganado y cerdos. El control se realiza por
inmunizacion de animales o humanos.

El segundo ocurre en areas tropicales donde hay mu-
chos serovares que infectan a humanos y animales,
ademas hay un gran nimero de reservorios como los
roedores, animales de granja y perros. La exposicion
humana no esté limitada a la ocupacién sino a la con-
taminacion medioambiental, en especial durante la
época de lluvias. El control se realiza en roedores,
mejorando el saneamiento en estas areas y higiene
profesional para prevenir los casos de leptospirosis
humana. Posiblemente son areas donde ocurran los
grandes brotes después de diluvios, huracanes u otros
desastres®.

El tercer modelo se da cuando la infeccién en los roe-
dores es llevada al ambiente urbano. Es un caso im-
portante cuando la infraestructura urbana se rompe
debido a la guerra o por catastrofes naturales. Este
tipo de infeccion es rara en paises desarrollados, pero
se observo un brote de leptospirosis urbano en
Baltimore*” luego de una inundacién; también ocurren
en barrios pobres de los paises en desarrollo®.

PATOGENIA

El periodo de incubacion es de 7 a 26 dias, con un
promedio de 12 dias. El microorganismo penetra a
través de la piel reblandecida por el agua, por
excoriaciones 0 por mucosas y alcanza rapidamente
el torrente sanguineo, diseminandose a todos los 6r-
ganos, incluyendo liquido cefalorraquideo (LCR) y hu-
mor acuoso; su movimiento en tirabuzén y la produc-
cion de hialuranidasa, pueden explicar la penetracion
a estos sitios*950,

En la primera semana, la Leptospira se puede encon-
trar en sangre y LCR, sin ocasionar sintomas
neurolégicos. Los 6rganos mas frecuentemente afec-
tados incluyen al higado, rifién, cerebro y musculos.
Dentro de las complicaciones esta la disfuncién he-
patica que se manifiesta por la disminucion de la ex-
crecion de la bilirrubina como alteracion mas frecuen-
te, disminucién de los niveles de albumina sérica, in-
cremento de los niveles de inmunoglobulinas y dismi-
nucién en la produccion de los factores dependientes
de la vitamina K505,

La insuficiencia renal aguda por necrosis tubular agu-
da, es causada por efecto directo de la Leptospira so-
bre el tejido renal, la hipoxia o el depdsito de comple-
jos antigeno-anticuerpo-complemento en los
glomérulos. La afeccion vascular, se debe a vasculitis
grave con dafio endotelial, produciendo lesion en los

Figura 2. Los animales domésticos son potenciales reservorios de Leptospiras. Las fotos corresponden al poblado Los Delfines
en Iquitos, Perd. Fueron tomadas dentro del contexto del brote que afect6 esta poblacion. (A) Cerdos de una granja que eliminan
Leptospiras por la orina. (B) Desagle, perteneciente a la granja, contaminado con Leptospiras y que discurre hacia la quebrada.
(C) Quebrada (Shushuna) contaminada, de donde la poblacién extrae agua para su consumo y también se bafia.
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capilares. En los musculos, las alteraciones varian
desde inclusiones vacuolares en las miofibrillas e in-
filtrado discreto de polimorfonucleares en el tejido
muscular, acompafiado de elevacion importante de la
enzima creatinfosfoquinasa (CPK)35%.

Después de la primera semana, aparecen los
anticuerpos en sangre y coinciden con el desarrollo
de meningitis, no encontrandose Leptospira en el LCR,
lo cual sugiere dafio inmunolégico. La Leptospira puede
persistir por semanas en el humor acuoso y ocasio-
nalmente causa uveitis cronica o recurrente. Los ele-
vados niveles de factor de necrosis tumoral alfa (FNT4&)
encontrados en pacientes con leptospirosis mortal,
contrasta con el buen pronéstico de los niveles nor-
males de esta citoquina, sugiriendo el papel del FNTa
en el pronoéstico de la enfermedad®.

MANIFESTACIONES CLINICAS

La expresion clinica de la infeccidon por Leptospira va-
ria ampliamente en el ser humano, con oscilaciones
que van desde procesos totalmente asintomaticos,
que son los mas frecuentes, pasando por las formas
de evolucién generalmente benignas, hasta el desa-
rrollo de cuadros graves ictero-hemorragicos con co-
lapso vascular y serio compromiso de funcionamiento
hepatico-renal, que pude ser de evolucién fatal (enfer-
medad de Weil). De las formas clinicas sintomaticas
de la enfermedad, el 80-90% evoluciona en una forma
anictérica benigna y 10-20% como leptospirosis grave
con ictericia e insuficiencia renal (figura 3)>77.
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LCR e ——— et

QOrina en reservorios

Orina en personas

Concentracién anticuerpos IgM
Titulo alto 196

Negativo

Investigacion laboratorio
Cultivo sangre ——eea

Cultivo LCR R

Cultivo orina

Serologia

Fases

Leptospiremia Inmunidad y Leptospiruria

Figura 3. Leptospirosis naturaleza bifasica e investigacion
dentro de sus diferentes estados de enfermedad.* Desde
inicio de sintomatologia.
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LEPTOSPIROSIS ASINTOMATICA

La existencia de formas subclinicas se hace evidente
cuando se realizan encuestas seroepidemioldgicas,
donde el 16-40% de personas expuestas a la fuente
de infeccién presentan titulos seroldgicos de
anticuerpos especificos detectables; sin embargo, no
recuerdan haber tenido manifestaciones clinicas su-
gestivas de la enfermedad®’.

LEPTOSPIROSIS SINTOMATICA

La leptospirosis es tipicamente una enfermedad
bifasica, presentandose una fase inicial o de
leptospiremia con una duracion de cuatro a siete dias,
caracterizada por la presencia de las Leptospira en
sangre y una segunda fase inmune o leptospiruria con
una duracion de 8 a 30 dias donde se puede detectar
anticuerpos especificos en circulacion. Ambas fases
son comunes a las dos formas clinicas de presenta-
cién: anictérica e ictérica.

Leptospirosis anictérica. Comienza de forma abrup-
ta, con cefalea intensa y persistente, mialgias en la
region lumbar y gemelar, inyeccién conjuntival, esca-
lofrios y dolor abdominal que puede llegar a confundir-
se con abdomen agudo quirdrgico. Se presentan
nauseas, vomitos y un acentuado malestar general
con postracién. La fiebre es de caracter remitente al-
canzando 40 °C o méas. Con cierta frecuencia se ob-
serva un exantema macular de pocas horas de dura-
cion, en el tronco. Se puede presentar confusiéon men-
tal, tos, dolor toraxico o hemoptisis y exantema petequial
en el paladar. La evolucién de estos casos es usual-
mente satisfactoria en un periodo de cuatro a diez dias.

Son muy pocos los pacientes que pasan a la segunda
fase (fase inmune), donde soélo hay fiebre ligera, la ce-
falea es intensa, sefial de meningitis sin signos
neurolégicos, y con dolor retro-ocular. Hay mialgias
acentuadas en los musculos de las pantorrillas, en los
paravertebrales y el cuello, por lo cual existe la posibili-
dad de confusion con una meningitis viral. Raramente
se desarrollan signos neurol6gicos focales o de ence-
falitis. A partir de la segunda semana puede desarro-
llarse uveitis en uno o ambos ojos, que puede seguir
un curso crénico o recurrente. Se han descrito compro-
misos pulmonares graves como hemoptisis franca,
hipoxemia e insuficiencia respiratoria aguda?3485254,

Leptospirosis ictérica (Sindrome de Weil). Es la for-
ma mas grave de la enfermedad, se caracteriza por
las alteraciones de la funcion hepéatica y renal, desa-
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rrollo de hemorragias, colapso vascular, alteraciones
graves de la conciencia y una mortalidad aproximada-
mente de 5 - 40910485255,

El inicio de la enfermedad es similar a la forma
anictérica, pero al cabo de tres a seis dias de evolu-
cion, los sintomas alcanzan su méaxima intensidad. La
ictericia es una manifestacion constante y esta aso-
ciada con dafio hepatocelular, con predominancia de
la bilirrubina directa.

Con la instalacion de la insuficiencia renal, puede de-
sarrollarse delirio y convulsiones, junto con la apari-
cion de manifestaciones hemorragicas diversas y
acentuacién de la ictericia. Puede aparecer
esplenomegalia acompafiada de una hepatomegalia
dolorosa. Algunos de los pacientes pueden desarro-
llar frotes pericardicos sin evidencia de derrames, y en
los casos graves, puede desarrollarse insuficiencia
cardiaca congestiva y shock cardiogénico®.

En los niflos, se han descrito manifestaciones no en-
contradas usualmente en los adultos tales como
colecistitis acalculosa, pancreatitis®, dolor abdominal,
hipertension arterial, exantema maculopapular con
descamacion periférica asociada a gangrena y paro
respiratorio. Las manifestaciones radiolégicas
pulmonares consisten en exudados alveolares en
ambos campos pulmonares?#%52, Son comunes las
alteraciones electroradiograficas bajo la forma de blo-
queos A-V primer grado, asi como cambios sugesti-
vos de pericarditis. En algunos pacientes es posible
detectar anormalidades electrocardiograficas tales
como aleteo auricular, fibrilaciéon auricular, taquicardia
ventricular y extrasistoles.

PRUEBAS GENERALES DE LABORATORIO

Debido a que las manifestaciones clinicas de la
leptospirosis varian en tipo y gravedad tanto en los
hombres como en animales, es dificil su diagnéstico
clinico, haciéndose necesaria la confirmacion de los
casos mediante pruebas de laboratorio; existen prue-
bas que sin ser especificas para la enfermedad pue-
den orientar al clinico hacia el diagnéstico de
leptospirosis.

Es frecuente hallar la velocidad de sedimentacién glo-
bular elevada, leucocitosis o en rango normal (a dife-
rencia del dengue en que tieden a la leucopenia)*,
una elevacion ligera en transaminasas, fosfatasa
alcalina y bilirrubina en ausencia de ictericia (fase
anicterica).

En el analisis de la orina puede encontrarse una
proteinuria, piuria y hematuria®. Las proteinas del LCR
pueden ser normales o ligeramente elevadas, y la glu-
cosa del LCR es generalmente normal. El examen ini-
cial del LCR puede revelar el predominio de polimorfos
o de linfocitos que es seguido por preponderancia de
los linfocitos®.

En la leptospirosis grave, hay leucocitosis periférica con
desviacién a la izquierda, puede presentarse cuadros
con trombocitopenia marcada®’; la funcién renal se dete-
riora evidenciando niveles elevados de creatinina en plas-
ma. En la leptospirosis ictérica hay un incremento mar-
cado de bilirrubina total y directa, transaminasas y
fosfatasa alcalina®, ademéas de un incremento de la
creatinfosfoquinasa y la amilasa sérica*®*’.

La clinica con los hallazgos de laboratorio menciona-
dos pueden sugerir un caso probable de leptospirosis
pero no es especifico, por lo que es necesario la con-
firmacion del caso por pruebas microbiolégicas,
serolégicas o moleculares especificas.

DEMOSTRACION MICROSCOPICA

La Leptospira se puede observar en muestras clini-
cas como sangre, orina, LCR vy fluidos dializados, en
microscopia de campo oscuro e inmunofluorecencia
directa; pero su sensibilidad es muy baja, debido a
que solo se la puede detectar cuando la concentra-
cion de leptospiras esta entre 100-200/mL*®8. La
microscopia en muestras de sangre es valida sélo en
los primeros dias (fase leptospirémica), ademas se
agrega la dificultad para la confusién con fibras o pro-
teinas que puede mostrar movimiento browniano®e.

Se ha desarrollado otros métodos para mejorar la prue-
bas microscépicas como la inmunoperoxidasa, que
se ha aplicado en muestras de agua®, suelo®, san-
gre® y orina®s®., Una variedad de pruebas
histopatol6gicas se han aplicado para la deteccion de
Leptospira en tejidos, destacando la coloracion con
plata, la coloracion de Warthin-Starry y los métodos
immunohistoquimicos?®2.

CULTIVO

La prueba de diagnéstico definitiva es la demostra-
cion de Leptospira en diferentes muestras clinicas por
cultivo, pero lamentablemente es poco sensible y tar-
dia. La Leptospira se pueden aislar de sangre en los
primeros 7 a 10 dias de enfermedad, para ello se debe
agregar dos gotas de sangre en 10 mL de medio
semisélido que contiene 5-fluorouracil®8.
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Otras muestras de la cuales se puede aislar, son el
LCR durante los primeros diez dias de enfermedad y
de la orina a partir de la segunda a cuarta semana de
enfermedad®. La supervivencia de la Leptospira en la
orina humana es limitada, por tanto esta se debe pro-
cesar inmediatamente®?.

Cuando no se cuenta inmediatamente con los me-
dios de cultivo, las muestras de sangre deben tomar-
se con tubos que contengan oxalato, heparina o EDTA;
no se debe usar citrato de sodio como anticoagulante
ya que esta tiene propiedades inhibitorias.

Todos los cultivos deben ser incubados entre 28 y 30 °C y
por varias semanas puesto que esta bacteria crece lenta-
mente y los cultivos se pueden reportar como negativos
solamente después de un minimo de diez semanas o a
veces después de tres meses de observacion®.

IDENTIFICACION DE LEPTOSPIRAS

La Leptospira aislada es identificada por métodos
seroldgicos o por técnicas moleculares. Tradicionalmen-
te se uso la absorcion cruzada, posteriormente se usé
anticuerpos monoclonales®, lo que ha permitido identifi-
car mediante la prueba de aglutinacién microscépica
rapidamente los aislamientos; en la actualidad los mé-
todos moleculares son los méas usados5+s.

DETECCION DE ANTIGENO

Se han desarrollado muchos métodos para detectar
el antigeno en muestras clinicas y cuya especificidad
es mayor que la microscopia en campo oscuro. El
radioinmunoensayo (RIA) puede detectar 104 a 105
leptospiras/mL y un método de ELISA 105 leptospiras/
mL. En la actualidad se estdn usando otros métodos
como la quimioluminicencia en sangre y orina®. Re-
cientemente se ha desarrollado métodos para la cap-
tura de antigeno con particulas inmunomagnéticas que
son mas sensibles que las anteriores®’.

SEROLOGIA

La serologia aplicada en casos de leptospirosis nos
da aproximacion para el diagnostico; por mucho tiem-
po se ha usado la prueba de aglutinacion microscopi-
ca (MAT) la cual tiene alta sensibilidad y especificidad
y es la prueba estandar de referencia para la diagnés-
tico serolégico de leptospirosis.

El MAT tiene ciertas dificultades, por ello se han tra-
bajado pruebas género-especificas que tienen la
ventaja de proporcionar resultados rapidos y de no
requerir el cultivo o MAT, destacandose las que de-
tectan el IgM®8,

Tabla 3. Serovares de referencia usados como antigenos para la prueba de aglu-

tinacién microscopica (MAT).
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N° Especie Serogrupo Serovar Cepa

1 L.biflexa Andamana Andamana CH 11

2 L. interrogans Australis Australis Ballico

3 L. interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava
4 L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A

5 L. borgepetersenii  Ballum Ballum Mus 125

6 L. borgepetersenii  Ballum Ballum S 102

7 L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienen

8 L. weilii Celledoni Celledoni Celledoni

9 L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht IV
10 L. interrogans Canicola Canicola Ruebush

11 L. kischneri Cynopteri Cynopteri 3522 C

12 L. interrogans Djasiman Djasiman Djasiman

13 L. interrogans Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V

14 L. santarosai Hebdomadis Borincana HS 622

15 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA

16 L. interrogans Icterohaemorrhagiae  Copenhageni M20

17 L. interrogans Icterohaemorrhagiae  Mankarso Mankarso

18 L. borgepetersenii Javanica Javanica Veldrat Batavia 46
19 L. santarosai Mini Georgia LT117

20 L. interrogans Pomona Pomona Pomona

21 L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem

22 L. santarosai Pyrogenes Alexi HS 616

23 L. interrogans Sejroe Wolffi 3705

24 L. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1

25 L. borgepetersenii Tarassovi Tarassovi Perepelicin
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Los anticuerpos IgM contra Leptospira llegan a ser
perceptibles durante la primera semana de enferme-
dad. La mayoria de los analisis usan antigenos cru-
dos de la célula entera, pero en la actualidad se han
desarrollado antigenos recombinantes de la
lipoproteina de la superficie de la célula. Varios méto-
dos estan comercialmente disponibles; la principal
ventaja de tales andlisis es que llegan a ser a menudo
positivos antes del MAT®70,

PRUEBA DE AGLUTINACION MICROSCOPICA (MAT)

Es el método de referencia para el diagnéstico serolégico
de la leptospirosis debido a su alta sensibilidad y espe-
cificidad, ademas puede identificar el serovar o serogrupo
de Leptospira comprometida en la infeccion.

La MAT detecta los anticuerpos aglutinantes en suero,
para ella se incuban los sueros de los pacientes con
el antigeno de los serovares de Leptospira, luego las
mezclas del suero-antigeno se examinan en micros-
copio de campo oscuro para observar la aglutinacién y
luego se determina el titulo de la muestra™.

La MAT es una prueba compleja y de dificil realizacion
e interpretacion, por lo que requiere de personal con
experiencia; cultivos vivos de todos los serovares re-
queridos para su uso como antigeno, los cuales de-
ben ser mantenidos semanalmente, ademas es peli-
grosa para el personal de laboratorio por la continua
manipulacion de bacterias vivas.

Otras desventajas incluyen el riesgo continuo de con-
taminacién cruzada de las cepas, haciendo necesario
la verificacién periddica de cada serovar con sus
antisueros homélogos. Los antigenos usados deben
incluir un representante de cada serogrupo y también
se debe tener serovares aislados localmente, e incluir
dentro de la bateria a uno de los serovares de L.
biflexa>*72, Tambien hay que tener en cuenta que los
titulos de anticuerpos a los aislamientos locales son
a menudo mas altos que titulos a las cepas
referenciales (Figura 4).

La interpretacion del MAT es complicada por el alto
grado de reaccion cruzada entre diversos serogrupos,
especialmente de las muestras en fase aguda, que
se puede explicar por la presencia de varios antigenos
comunes entre leptospiras®*’2; a menudo, no es po-
sible distinguir un serogrupo predominante hasta
meses después de la infeccién, pues los titulos cruza-
dos declinan en diversas maneras’; ademas se ha
demostrado que la serologia por MAT en muestras con

4

Lo

Control

Figura 4. Reacciones de la prueba de aglutinacién microsco-
pica (MAT) a: lamina control; b: lamina con 25% de aglutina-
cion (zonas como copos de algodén); c: lamina con 50% de
aglutinacion; d: lamina con 75% de aglutinacion; e: lamina con
100% de aglutinacién; f: lamina con 100% de aglutinacién y
lisis; g: lamina con 100% de lisis; h: lamina negativa.

muy pocos dias de enfermedad a veces puede salir
negativa’™.

Algunos pacientes tienen evidencia seroldgica de in-
fecciones anteriores con diversos serogrupos de
Leptospira. En estos casos, el diagnéstico seroldgico
es complicado, la primera subida del titulo del anticuer-
po generalmente se da contra el serovar anterior que
produjo la infeccién, solamente es posible identificar al
serovar o al serogrupo responsable de la infeccion ac-
tual tardiamente ya que se incrementa el titulo de
anticuerpos especificos contra el serovar causante.

Debido a estas limitaciones es necesario tener mues-
tras de suero pareadas para confirmar el diagnéstico
con certeza, por lo que para considerar un caso positi-
VO se necesita un incremento de cuatro veces el titulo
en los sueros pareados sin importar el intervalo entre
las muestras; o una conversion del seronegativo a un
titulo de 1/100.

Si los sintomas de leptospirosis estan presentes, un
intervalo de tres a cinco dias puede ser adecuado para
detectar el incremento del titulo de anticuerpos; sin
embargo, si el paciente presentd anteriormente la en-
fermedad o si la fecha de inicio no es clara, entonces
un intervalo de 10 a 14 dias entre las muestras es la
mas apropiada.

En muchas de las regiones el problema es que se
cuenta con una sola muestra, entonces la determina-
cion de la infeccién aguda es a veces sugerida por un
solo titulo elevado. Pero la magnitud de tal titulo es
dependiente de la exposicién de la poblacion y la pre-
valencia de la enfermedad.
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El CDC, establecid un titulo de 1/200 para definir un caso
probable de leptospirosis™; sin embargo, solo es apro-
piado para poblaciones donde la exposicion a es infre-
cuente, por lo que en areas endémicas se usan titulos
mas altos como 1/800 en pacientes sintomaticos®, aun-
gue incluso recomiendan titulos hasta 1/1600. Los titu-
los que siguen después de la infeccion aguda general-
mente son extremadamente altos (1/25600).

La MAT es también la prueba mas apropiada para es-
tudios de prevalencia, puesto que puede ser aplicada
a sueros de cualquier especie de animal y la gama de
los antigenos usados se puede ampliar o disminuir
segln lo requerido. Generalmente utiliza un titulo de
1/100 como evidencia de la Ultima exposicion. Sin em-
bargo, las conclusiones sobre que serovares estan
circulando se determina con los aislamientos.

OTRAS PRUEBAS SEROLOGICAS

Debido a la complejidad del MAT, se han desarrollado
diversas pruebas para detectar anticuerpos contra
Leptospira en una infeccion aguda. La fijacion de com-
plemento (CF) fue usada extensamente. Posteriormen-
te, se ha desarrollado la hemoaglutinacion indirecta’,
la aglutinacién en lamina™, la inmunofluorescencia’@,
la contrainmunoelectroforesis™ y la aglutinacién
microcapsula®’; todos estos métodos han tenido sus
dificultades ya sea por su baja sensibilidad y especifi-
cidad ademas que muchos no eran reproducibles o
requerian de reactivos y equipamiento muy sofisticado.

Todas estas pruebas han sido sustituidas general-
mente por el método de ELISA®® que detecta los
anticuerpos IgM durante la primera semana de la en-
fermedad®®?, permitiendo que el diagnostico rapido y
y un tratamiento oportuno.

La deteccién de IgM en suero por ELISA, es mas sen-
sible que el MAT cuando la primera muestra se toma
en la fase aguda de la enfermedad®. Los anticuerpos
IgM han sido detectados por ELISA en LCR en 15% de
pacientes con meningitis sin una etiologia probada®.
También las IgM se han detectado en la saliva®.

En el ambito comercial se ha producido un dot-ELISA
IgM, que ha demostrado ser tan sensible como un ELISA
convencional, ademas de haber sido usado para de-
tectar tambien IgA e 1gG#. Otros sistemas de detec-
cion de anticuerpos es mediante el dipstick IgM, que
se ha evaluado extensamente en varias poblaciones™.

Los sistemas de ELISA también se han aplicado al diag-
nostico de leptospirosis en animales con un eficiente
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resultado®. Nosotros hemos desarrollado un sistema
de ELISA IgM con un pool de seis serovares patogénico,
lo cual nos ha permitido determinar que es mas sensi-
ble que el MAT y algunos ELISA comerciales®.

METODOS MOLECULARES

Son métodos que puede sustituir el cultivo para la de-
mostracion directa de Leptospira en muestras humanas
o de animales. Los primeros estudios en biologia
molecular realizados para detectar ADN fueron el dot
blotting e hibridacién in situ®. Posteriormente se desa-
rrollaron sondas especificas para detectar algunos
serovares como el serovar hardjobovis® y estas fueron
aplicadas para la deteccion de Leptospira en muestras
de orina de vacunos. Sin embargo, la sensibilidad de
esta pruebas marcadas con fosforo 32 bordeaba la de-
teccion en mas de 100 leptospiras®, pero comparando-
lo con el PCR su sensibilidad era mucho mas baja.

Cuando el PCR se introdujo para el diagnéstico de
patégenos, se comenzaron a desarrollar varios primer
para amplificar el ADN de la Leptospira, los primeros
fueron dirigidos a genes especificos, pero con mas
frecuencia al 16S o 23S rRNA cuyos genes son mas
conservados en general en todas las bacterias®” a ele-
mentos repetititivos®, mientras que otros se han cons-
truido a partir de bibliotecas genémicas®.

Sin embargo, pocos han demostrado su utilidad para
amplificar el ADN de Leptospira en humanos® o en
animales® a partir de muestras clinicas; de éstos,
s6lo dos métodos han sido evaluados con la parte
clinica y de laboratorio®2. Se demostré que usando
ambos pares de primers, el PCR era mas sensible
que el cultivo.

Uno de los primers mas usados fue el descrito por
Merien et al.®” que amplifica el fragmento 331-bp del
gene de los rrs (rRNA 16S) de Leptospira patégena y
no patégena, mientras que las primers G1 y G2 descri-
tas por Gravekamp et al. amplifican serovares
patégenos excepto Leptospira kirschneri®l.

A pesar de estas limitantes, han sido usados extensa-
mente en estudios clinicos. Estos ha sido aplicados a
ADN obtenido a partir de muestras de suero, de orina,
de humor acuoso, de LCR vy tejidos obtenidos des-
pués de la autopsia®®®.

Asimismo, se han desarrollado pruebas basadas en
las secuencia de insercion I1S1533%, estos permitie-
ron la deteccion y la identificacion directade serovares
a partir de las muestras de orina. Otros PCR fueron
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desarrollados y aplicados a muestras de orina de va-
cunos y cerdos®.

Una limitacién del diagnoéstico por PCR de la
leptospirosis es la incapacidad de la mayoria de los
analisis de PCR para identificar el serovar. Esto no es
significativo para el tratamiento de paciente, pero tiene
un gran valor en la epidemiologia y la salud publica.

Entre las estrategias para superar estos obstaculos
se ha incluido a la digestién con enzimas de restric-
cién de los amplificados por PCR, el secuenciamiento
directo de amplificados y el andlisis de la conforma-
cién de una sola cadena (SSCP). Para diferenciar en-
tre genomoespecies después del PCR se usa geles
de polyacrylamide, seguido de la tincion con plata; otros
trabajos se dirigieron hacia los amplificados del PCR
no purificado, desnaturalizandolos para distinguir
serovares patdégenos y no patégenos®.

En la actualidad, se ha descrito un PCR cuantitativo en
tiempo real, con alta sensibilidad, que permite detec-
tar a la Leptospira distinguiendo entre especies
patégenas y no patégenas en muestras clinicas y
ambientales, permitiendo un diagndstico rapido, que
puede servir incluso cuando el paciente ya ha comen-
zado su tratamiento antibidtico®.

TIPIFICACION MOLECULAR

Debido a las dificultades asociadas con la identifica-
cién serolégica de aislamientos, hubo un gran interés
de introducir los métodos moleculares para la identifi-
cacion y subtipificacion. Los primeros métodos em-
pleados han incluido la digestion del ADN
cromosémico con enzimas de restriccion (REA), el
polimorfismo de fragmentos de restriccion (RFLP),
ribotipificacion, PFGE y un sin nimero de PCR. El REA
se ha estudiado ampliamente®%¢é, Con ellos se demos-
tré distintos genotipos dentro del serovar hardjo®®.

Las diferencias entre los serovares Copenhageni e
Icterohaemorrhagiae también fueron demostradas®’.
Algunos trabajos han documentado una correlacion
con la clasificacién filogenética de Leptospira de 11
genomospecies usando la ribotipificacion, para ello
se uso la enzima de restriccion EcoRI para la diges-
tion del 16S y 23 S rRNA a partir de ella se ha construi-
do una base de datos que se encuentra en la pagina
web del Instituto Pasteur. Numerosos serovares die-
ron perfiles Unicos, pero a pesar de ello, muchos no
pueden ser distinguidos entre uno y otro por la
ribotipificacion, particularmente los muy cercanos como

los serovares Icterohaemorrhagiae y Copenhageni. Se
us6 una gama de sondas para generar RFLPs®.

El PFGE es unos de los métodos mas utiles para ca-
racterizar los serovares de Leptospira; puesto que ha
demostrado que los genomas de estos serovares se
han conservado a través del tiempo y el area geografi-
ca. La enzima de restriccion mas usada en PFGE es la
enzima Notl, pero no todos los serovares dieron patro-
nes Unicos de PFGE. Los serovares de Leptospira
interrogans como Bratislava, Lora, Jalna y Muenchen
dieron patrones idénticos digeridos con Notl pero fue-
ron diferentes cuando estas fueron digeridos con SgrAl.
Otros serovares dificiles de distinguir fueron los de
Leptospira borgpetersenii  Arborea y Castellonis; tam-
bién los serovares Copenhageni e
Icterohaemorrhagiae de Leptospira interrogans. Un
factor limitante en los métodos que analizan ADN
cromosomico es que requieren de grandes cantida-
des de bacterias y por tanto de ADN purificado®.

Consecuentemente, varios métodos se han desarro-
llado para el andlisis a partir de los productos amplifi-
cados por PCR. La variacion en la secuencia de los
amplificados por los primer G1 y G2 de 285-bp® se
analiz6 por electroforesis en gel de poliacrilamida y
tefiido con plata. Esto permitié diferenciar entre los
serovares de L. interrogans y L. noguchii. También se
encontré variacion usando el método SSCP; esto se
observo para diferenciar los serovares L. interrogans y
L. borgpetersenii a partir de amplificaciones del 16S
rRNA y Gly G2. Asimismo, se ha investigado la pre-
sencia de secuencias multiples de insercion para la
identificacion de serovares®. Se ha limitado el uso de
los métodos basados en 1S1533 debido a la ausencia
de esta secuencia en L. interrogans y L. noguchii.

El RFLP de los amplificados por PCR de los genes del
16S y 23S permitié agrupar 48 serovares en 16 perfi-
les de polimorfismo. Este mismo método se usé para
diferenciar dentro del serovar Hardjo los genotipos
hardjobovis y hardjoprajitmo. El método fue simplifica-
do para rendir solamente cinco perfiles usando una
sola enzima de la restriccion. Una de las ventajas po-
tenciales de este del RFLP es la capacidad de ampli-
ficar el ADN de Leptospira a partir de muestras clini-
cas e identificar la infeccion serovar o genomospecies
rapidamente®.

El DNA fingerprinting usando primers arbitrarios se ha
estudiado extensivamente con diversos primers y con-
diciones?!®. La limitacion de estos métodos es la
reproducibilidad, también los perfiles son afectados
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dependiendo de los primer usados, la cantidad y la
calidad de ADN, y las condiciones del electroforesis.
Pero el método es valioso porque su capacidad de
distinguir en los aislamientos cuando la cantidad de
serovares en una zona es limitada, permitiendo rapi-
damente la identificacién cepas aisladas'®. Este ha
sido usado para generar sondas e identificar L.
interrogans, L. borgpetersenii y L. kirschneri.

Recientemente se han desarrollado otros métodos
como i-repl PCR para diferenciar cepas aisladas en
Brasil. Otro método reciente es el PCR de baja astrin-
gencia aplicada a muestras clinica usando los primer
Gl y G2 lo cual permitié diferenciar leptospiras©*102,

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Esta debe realizarse de acuerdo con la presentacion
clinica de la enfermedad. En las formas anictéricas el
diagnostico diferencial debe establecerse con enfer-
medades febriles tales como: influenza, dengue, he-
patitis virales, neumonia, meningitis virales,
mononucleosis, Brucelosis, borreliosis,
toxoplasmosis. En la forma ictérica (sindrome de Weil),
el diagnostico diferencial debe hacerse con: hepatitis
virales, dengue hemorragico, malaria, fiebre tifoidea,

fiebre amarilla, rickettsiosis, fiebre hemorragica vene-
zolana e infecciones debidas a hantavirus, pielonefritis
e intoxicaciones'®,

TRATAMIENTO

El tratamiento se basa principalmente en la terapia de
soporte, correccion del desequilibrio electrolitico y aci-
do basico. La antibioticoterapia se debe iniciar lo mas
temprano posible para evitar las lesiones en los teji-
dos. El manejo y el tratamiento de leptospirosis de
moderado a grave debe ser en forma hospitala-
ria#852104105 Todo paciente con diagndéstico presuntivo
de leptospirosis debe ser hospitalizado si es que se
presenta los siguientes signos de alarma:

o Fiebre elevada que no cede a antipiréticos (39 °C).

e VOmitos persistentes.

e Dolor abdominal intenso que puede llegar al ab-
domen agudo.

o |ctericia.

e Manifestaciones hemorragicas (gingivorragia, he-
moptisis, melena, petequias generalizadas).

o Dificultad respiratoria.

e Transtornos hemodinamicos (shock).

e Oliguria.

e Signos meningeos.

Tabla 4. Agentes antimicrobianos para el tratamiento de
leptospirosis humana segun severidad*.

Persona Antibidtico Dosis

Leptospirosis leve
Doxiciclina 100 mg c/12 horas (V O) x 7 dias o

Adultos Amoxicilina 500 mg c/8 horas (VO) x 7 dias o
Ciprofloxacina 500 mg ¢/12 horas (V O) x 7 dias o
Eritromicina 500 mg c/6 horas (V O) x 7 dias.

Nifios Amoxicilina 30-50 mg/kg/dia dividido en 3 dosis por 7 dias o
Eritromicina 25-50 mg/kg/dia dividido en 4 dosis por 7 dias
Amoxicilina 500 mg/ c/8 h (VO) por 7 dias o

Gestantes £ riyomicina 500 mg c/6h (V O) por 7 dias

Leptospirosis modera a grave

Bencilpenicilina G  6-12'000,000 Ul/dia EV dividido en 6 dosis de

sodica
Ampicilina
Ceftriaxona
Ciprofloxacina

Adultos

7 a10dias o

0,5-1gc/6 horas EV por 7 a 10 dias o
1a2gc/12 horas EV por 7- 10 dias o
200 mg c/12 horas EV de 7 a 10 dias

Bencilpenicilina G 100,000 a 200,000 UI/Kg x dia /EV en fraccién de

sodica
Nifios Ampicilina

Ceftriaxona

4 a 6 dosis de 7 a 10 dias o

50 mg x kg x dia EV dividido en cuatro d osis de 7
a 10 dias o

50 a 100 mg/kg x dia EV dividido en dos dosis

c/12 horas de 7 a 10 dias

Bencilpenicilina G 6-12'000,000 Ul/dia EV dividido en 6 dosis de

sodica
Ampicilina
Ceftriaxona

Adultos

7 a10dias o
0,5—1gc/6 horas EV por 7 a 10 dias o
1a2gc/12 horas EV por 7- 10 dias o

VO: via oral; EV: endovenoso. * tomado de la propuesta de Norma Técnica
para la atencioén integral de la leptospirosis humana, en revisién por el

Ministerio de Salud del Peru, 2005.
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Para grupos de personas que ingresen a zonas en-
démicas en forma temporal (personal militar, practi-
cantes de deportes de aventura, brigadistas y otros)
se recomieda aplicar, en adultos, doxiciclina 200 mg
VO una vez por semana o amoxicilina 500 mg VO
una vez por semana; en nifios amoxicilina 250 mg
VO wuna vez por semana. El tratamiento
quimioprofilactico esta recomendado mientras dure
la estadia.

Las medidas terapéuticas de soporte constituyen as-
pectos importantes y deben ser iniciadas rapidamen-
te, evitando complicaciones como principalmente las
renales. La hidratacion, de preferencia endovenosa,
es la terapia mas importante en las formas graves de
la enfermedad, ya que los pacientes presentan deshi-
dratacién debido a la fiebre, vomitos, diarrea, anorexia
y lesiones vasculares.

En casos graves con oliguria, se debe tener cuidado
con la reposicion hidrica excesiva, que puede empeo-
rar la insuficiencia respiratoria, pudiendo llegar hasta
insuficiencia cardiaca. Si a pesar de las medidas adop-
tadas, no mejora la insuficiencia renal se debe indicar
precozmente la dialisis peritoneal o derivaciéon a un
establecimiento de salud que cuente con unidad de
cuidados intensivos (UCI).

CONCLUSIONES

Los conocimientos de esta enfermedad en paises
desarrollados han conducido al desarrollo de estrate-
gias preventivas eficaces; sin embargo, en nuestra
region, la leptospirosis ha sido hasta hace pocos afios
desconocida en los aspectos etioldgicos,
epidemioldgicos y clinicos.

En la actualidad, es un problema latente y esto debido
a cambios en el clima y la actividad humana especial-
mente en los paises en vias de desarrollo. Los ulti-
mos brotes que se han presentado, pusieron en aler-
ta a los sistemas de salud debido al amplio espectro
de manifestaciones clinicas que puede presentar y a
la confusion que puede generar debido a que
clinicamente se pueden parecer con otras enferme-
dades regionales.

Por ello la importancia de establecer los métodos de
diagnéstico en las zonas donde se producen los ca-
S0s, esto en gran parte serviria para que el tratamiento
se inicie rapidamente en los pacientes. Sin embargo,
es necesario mencionar que el diagnéstico y trata-
miento deberan ser sostenibles en el tiempo para que

sea accesible a las poblaciones mas deprimidas que
sufren el problema.

El conocimiento de la patogenia de la enfermedad
contintia siendo pobre; pero se estan desarrollando
cada vez mas investigaciones, apoyadas en el avance
de las técnicas moleculares y usando el conocimiento
genético de la bacteria, permitird entender la biologia
de esta bacteria y contribuir en un futuro a generar una
vacuna contra la leptospirosis.
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