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Descripcion de alteraciones histopatoldgicas enrifiones de
Rattus norvegicus seropositivos a Leptospira spp.

Histopathological description in Rattus norvegicus’s Kindneys
seropositives to Leptospira spp.

Santiago Duque-Arias'*, Ingrid L. Jaramillo Delgado?, Diego A. Aranzazu Taborda®

RESUMEN

El objetivo del estudio fue describir los hallazgos histopatoldégicos mas comunes
observados mediante la tincion Hematoxilina-Eosina en riflones de Rattus norvegicus
infectados naturalmente y seropositivos a Leptospira spp mediante la técnica
Microglutinacion en placa (MAT). Se capturaron 165 roedores de tres localidades de
Antioquia (Turbo y Medellin), Se tomaron muestras de rifion de los roedores
seropositivos por MAT y se utilizé tincion Hematoxilina-Eosina para evaluar las lesiones
microscopicas y Warthin-Starry para visualizar la bacteria. Los diagnosticos morfologicos
con mayor frecuencia fueron la nefritis intersticial cronica (45.0%), seguido de conges-
tion vascular (20.1%) y pielonefritis intersticial cronica (10.6%). Los procesos patologi-
cos se clasificaron en 73.1% como moderados y 26.9% como leves. No se observo el
agente con la tincién Warthin starry.
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The aim of this study was to describe the most common histopathological findings
observed by Hematoxylin-Eosin staining in kidneys of Rattus norvegicus naturally infected
and seropositive to Leptospira spp using the Microscopic Agglutination Test (MAT)
technique. In total, 165 rodents were captured from three locations in Antioquia (Turbo
and Medellin). Kidney samples were taken from the seropositive rodents by MAT and
Hematoxylin-Eosin staining was used to evaluate the microscopic lesions and Warthin-
Starry to visualize the bacteria. The most frequent morphological diagnoses were chronic
interstitial nephritis (45.0%), followed by vascular congestion (20.1%) and chronic
interstitial pyelonephritis (10.6%). The pathological processes were classified 73.1% as
moderate and 26.9% as mild. The agent was not observed with the Warthin starry stain.
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INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad cau-
sada por una espiroqueta Gram negativa, con
mas de 300 serotipos basados en antigenos
aglutinantes, que pueden afectar a mas de
150 especies de mamiferos (Boey et al.,
2019), e incluso ha sido reportada en anfibios
yreptiles (Loffler ez al., 2014). Los roedores
son conocidos como el mayor reservorio de
la enfermedad (Loffler ez al., 2014; Roqueplo
et al.,2014), asi como los mayores transmi-
sores, por su amplia relacion con el hombre
en el medio urbano y por su método de infec-
cion a través de laceraciones en la piel, inha-
lacion de aerosoles o ingestion de alimentos
contaminados con orina de animales positi-
vos (Athanazio et al., 2008; Calderén et al.,
2014).

La leptospirosis es una enfermedad que
se encuentra distribuida en todo el mundo;
sin embargo, de mayor importancia en las
regiones tropicales por la influencia del cli-
ma, topografia, las practicas de crianza de
los animales domésticos y la poca asistencia
sanitaria, lo cual favorece una mayor
seroprevalencia del patégeno (Martins y
Lilenbaum, 2013; Calder6n et al., 2014).

Leptospira spp afecta generalmente al
rifidn, higado, pulmon y corazon; sin embar-
go, puede presentar lesiones en otros orga-
nos adyacentes y los signos clinicos pueden
depender del serotipo que genere la infec-
cion y de la especie animal afectada (Adler y
Moctezuma, 2010; Da Silva et al., 2012). En
Colombia, Leptospira spp se encuentra am-
pliamente distribuida, alcanzando prevalencias
entre 6 a 35% en humanos y entre 25 a 83%
en roedores, siendo esta tltima especie la que
presenta una mayor tasa entre todos los ma-
miferos (Carrefio ef al., 2017).

Existen diferentes técnicas diagndsticas
para Leptospira spp. La prueba de referen-
cia y de rutina es la micro aglutinaciéon en
placa (MAT) (OMSA, 2023). Ademas, se
dispone de pruebas moleculares como la re-
accion en cadena de la polimerasa (PCR)
convencional y la PCR cuantitativa, asi como
del diagnostico histopatoldgico por tincion de
Warthin Starry y los cultivos bacteriologicos
(Fornazari et al., 2012). Las ratas, principal-
mente la rata noruega o rata marron (Rattus
norvergicus) y la rata negra (R. rattus), son
consideradas como el mayor reservorio de la
enfermedad y son relativamente resistentes
a estas; no obstante, se dispone de diversos
estudios en ratas infectadas natural o experi-
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mentalmente con la bacteria con resultados
variables, debido a la variabilidad que se ob-
serva en las lesiones, especialmente en las
alteraciones histopatologicas renales (Tucun-
duva et al., 2007; Boey et al., 2019). En el
presente estudio se describe los hallazgos
histopatologicos méds comunes observados
mediante la tincion Hematoxilina-Eosina en
rifiones de Rattus norvegicus infectados
naturalmente y seropositivos a Leptospira
spp mediante la técnica MAT.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion es resultado de mul-
tiples proyectos epidemioldgicos financiados
por las secretarias de salud de los municipios
de Turbo, Antioquia, Colombia y Medellin,
Antioquia, Colombia, y la participacion vo-
luntaria de un centro de conservacion de fau-
na silvestre de Medellin, Antioquia, Colom-
bia. Los proyectos se ejecutaron desde 2013
y 2014 con la recolecta de especimenes y
realizacion de pruebas serologicas, y en 2015
con el analisis histopatologico de las mues-
tras.

Consideraciones Eticas

Los animales fueron capturados por la
Secretaria de Salud de Medellin y Turbo de
Antioquia, Colombia, como estrategia de con-
trol de roedores y determinacion de agentes
infecciosos. Todos los procedimientos ejecu-
tados cumplieron con las consideraciones éti-
cas establecidas por el Comité de Etica para
la Experimentacion con Animales (CEEA) de
la Universidad de Antioquia.

Captura de Roedores

Los roedores capturados fueron identi-
ficados como Rattus norvegicus, de acuer-
do a las caracteristicas morfologicas (cuerpo
grande y robusto, orejas pequeiias y peludas,
la longitud de la cola es mas pequefia que el
cuerpo, pelaje pardo a rojizo en dorsal y blan-
cuzco en ventral) que los diferencia de otros
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roedores domésticos presentes en el pais
(Cruz-Céspedes, 2017). Se capturaron 165
roedores en varias ciudades de Antioquia,
Colombia. En Turbo, en el nororiente
antioquefio, se capturaron 57 individuos, en
el centro de Medellin, en un parque de con-
servacion de fauna silvestre se capturaron
50, y en la comuna cuatro de Medellin a 58
roedores. Las ratas fueron capturadas con
trampas de captura viva tipo Tomahawk, pos-
teriormente anestesiados con ketamina 5%,
xilacina 2% y tramadol 5%, y sacrificados
con puncion intracardiaca con Eutanex®
(Compuesto de Pentobarbital sédico 390
mg/ml, Difenilhidantoina sédica 50 mg/ml) en
dosis de 0.1 ml/50 g de peso vivo.

Se extrajeron los rifiones izquierdos y
se conservaron en formaldehido al 10%. Los
cadéaveres de las ratas fueron descartados
de acuerdo con el protocolo de disposicion
de material bioldgico segun el lugar donde se
realizd. Asimismo, se descartaron los rifiones
que no fueron debidamente conservados y
aquellos de roedores que no fueron seropo-
sitivos a Leptospira spp por la prueba de
microaglutinacion en placa — MAT.

Microaglutinacion en Placa

Se tomaron muestras de sangre (1-3 ml)
por puncién cardiaca en tubos sin anticoa-
gulante. Las muestras fueron centrifugadas
a 3810 x g) durante 20 min para extraccion
de suero. Todas las muestras se almacena-
ron a -20 °C hasta su procesamiento para la
determinacion de anticuerpos contra
Leptospira spp mediante la prueba de MAT,
realizada en el Instituto Colombiano de Me-
dicina Tropical de Medellin, Colombia. Bre-
vemente, esta técnica consiste en mezclar
volumenes iguales de sueros diluidos en serie
con leptospiras vivas. La prueba se lee 2 h
después de la incubacion a 30 °C con un mi-
croscopio de campo oscuro. Los resultados
se expresan como titulos de dilucion de suero
(Goris y Hartskeerl, 2014). Se consideraron
las muestras positivas mayores a 1:200
(OMSA, 2008).
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Todas las muestras seropositivas por
MAT (154/165) fueron procesadas en el La-
boratorio de Patologia Animal de la Universi-
dad de Antioquia. Se procesé un rifion de cada
roedor por lamina. Para esto, las muestras
fueron embebidas en parafina y cortadas en
secciones del tejido de 2 um, y ser tefiidas
con Hematoxilina-Eosina (HE) para la des-
cripcion de alteraciones microscopicas, y la
tincion de Warthin-Starry para la identifica-
cion de las bacterias. Esta ultima coloracion
es a base de nitrato de plata y se utiliza co-
munmente para la visualizacion de espiro-
quetas, como Leptospira spp. Para mas de-
talle de la coloracion remitirse a Farouk et
al. (2018).

Ambos procesos se analizaron en au-
mentos 40X, 100X y 400X con un microsco
pio 6ptico Olympus CX23 (Olympus, Tokio,
Japon). Se tomaron microfotografias de las
lesiones mas representativas con un micros-
copio con camara adaptada Leica EC3 (Leica
microsystems, Heerbrugg, Switzerland).

RESULTADOS

Se trabajo con 154 roedores Rattus
norvegicus positivos a Leptospira spp. En
la evaluacion histopatologica se observaron
depositos de calcio y proteicos, presencia de
pigmentos, infiltrados leucocitarios (eosiné-
filos, linfocitos, neutréfilos, macrofagos y/o
plasmocitos), congestion vascular, edema
intersticial, necrosis tubular, regeneracion
tubular, degeneracion vacuolar, engrosamiento
glomerular, proliferacion glomerular y fibrosis.
Algunas de estas lesiones se pueden obser-
var en la Figura 1.

Las lesiones identificadas permitieron
formular los diagndsticos morfologicos (Cua-
dro 1). Es importante resaltar que en algunos
casos se dieron hasta dos diagnosticos
morfologicos debido a que presentan similar
relevancia dentro del paciente. El diagnosti-

co con mayor frecuencia fue la nefritis
intersticial (45.0%), seguido de congestion
vascular (20.1%) y pielonefritis intersticial
cronica (10.6%). Los diagnosticos morfolo-
gicos en su mayoria fueron de grado mode-
rado (73.1%) y con una menor cantidad de
casos de forma leve (26.9%). No se clasifi-
¢6 ninguna muestra con un proceso patologi-
co severo. Ninguna muestra fue positiva por
Warthin-Starry.

DiscUusION

La nefritis intersticial crénica fue el
diagnoéstico morfologico mas frecuente en
este estudio (45.0%), el cual se caracterizd
por presentar un infiltrado linfoplasmocitario
y fibrosis en el estroma del rifion (Figura 1A
y 1B). Este hallazgo ha sido reportado en roe-
dores infectados con Leptospira spp en otros
estudios (Tucunduva et al., 2007, Agudelo-
Florez et al., 2013; Torres-Castro et al.,
2016).

En este estudio se encontraron lesiones
histopatologicas que se relacionan tanto con
procesos agudos como cronicos. Entre las
lesiones de caracter agudo se hallo degene-
racion vacuolar, necrosis tubular, depositos
hialinos en los tubulos renales, edema
intersticial y congestion vascular. Da Silva et
al. (2012) reportan que pocos dias post in-
feccion, la principal lesion que se evidencia
es lanecrosis tubular, y es esta la que genera
una inmunodeficiencia para el control de la
infeccion. Sin embargo, en el presente estu-
dio Uinicamente se encontr6 esta lesion en
grado leve. Asimismo, Villanueva et al. (2014)
encontraron principalmente congestion, oca-
sionalmente acompafiada de necrosis tubular,
sin presencia de infiltrado leucocitario, mien-
tras todas las muestras que en la presente
investigacion presentaron congestion en al-
gln grado (desde leve hasta severo); posi-
blemente debido a que la mayoria de los roe-
dores evaluados en este estudio se encontra-
ban en un estado subagudo.
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Figura 1. Alteraciones histopatologicas en rifiones de roedores infectados naturalmente con
Leptospira spp (A) senalado con flecha pequefia, glomérulo atréfico, con flechas
largas, depositos proteicos en tubulos renales. HE. 200x. (B) Infiltrado perivascular
linfoplasmocitario y vasos congestionados. HE. 200x. (C) sefialado con flechas pe-
quefias, necrosis tubular aguda, con flecha larga, depdsito proteico en tubulo renal.
HE. 400x. (D) sefialado con flecha grande infiltrado intersticial linfoplasmocitario, con
flecha pequetia, congestion. HE. 400x. (E) Sefialado con flechas, degeneracion vacuolar
en tibulos renales. HE. 400x. (F) Sefialado con flecha, depdsito de calcio. HE. 400x

Las lesiones que predominaron fueron
de caracter cronico, como la presencia de
infiltrado linfocitario y plasmocitario. Estas son
las lesiones mas comunmente encontradas en
pacientes que presentan la infeccion por
Leptospira spp (Jubb et al., 2016; Seguel et
al., 2017). Debido a las lesiones que se gene-
ran en el roedor, se plantea la hipotesis de que
esta especie se le categorice mas como un
portador sintomatico de la bacteria que como
un reservorio. Sin embargo, estas lesiones no
se pueden atribuir especificamente a esta
bacteria, debido a que los roedores pudiesen
haber estado expuesto a otros agentes.
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Pese a que en este estudio se encontra-
ron multiples lesiones histopatologicas rela-
cionadas con la infeccion con Leptospira spp
y las serologias resultaron positivas por la téc-
nica MAT a este patogeno, no fue posible
visualizar la bacteria por medio de la colora-
cion Warthin Starry. Fornazari ef al. (2012)
evaluaron la eficiencia de la técnica Warthin-
Starry para el diagnostico de Leptospira spp
en comparacion con otras pruebas diag-
nosticas, esta ‘prueba resulta ser de baja es-
pecificidad, donde los casos dados como ne-
gativos no aseguran que el animal no pre-
sente infeccion; y alta sensibilidad, ya que
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Cuadro 1. Diagnostico morfologico en rifiones
de 154 especimenes Ratfus norvegicus seropo-
sitivos a Leptospira spp (Antioquia, Colombia,
2015)

Diagnéstico Frecuencia!

n %
Necrosis tubular 10 53
Pielitis cronica 13 6.9
Plelon.e fntls L. 20 10.6
intersticial cronica
Nefritis ~ — 85 45.0
intersticial cronica
Congestion 38 201
vascular
Enfermedad
proliferativa 17 9.0
glomerular
Nefritis 6 32

intersticial mixta

1 En algunos casos se tuvo hasta dos tipos de
diagndstico

permite la visualizacion directa de la bacteria
en el tejido animal. Otro estudio evalud la efi-
ciencia de esta técnica en bovinos, en la cual
demostro también ser una técnica de baja
especificidad, donde de 20 muestras positi-
vas por otras técnicas, solo 21.7% resulto
positivo por Warthin-Starry (Mineiro et al.,
2011). Asimismo, en el estudio realizado por
Agudelo-Florez et al. (2013) con roedores
en Medellin, Colombia, utilizando la tincion
Warthin Starry se obtuvo 11.9% de positividad
y utilizando PCR se obtuvo 68.7%.

CONCLUSIONES

e Las lesiones histopatoldgicas caracteris-
ticas de la infeccion por Leptospira spp,
aunque sin poder ser de diagnostico defi-
nitivo, sugieren fuertemente la presencia
de este agente.

e Laslesiones histopatologicas y diagnosti-
cos morfologicos microscopicos en roe-
dores infectados con Leptospira spp son
similares a los encontrados en animales
que presentan la enfermedad.

e De esta investigacion se concluye que, la
tincion Warthin-starry no debe ser conside-
rada una técnica de diagndstico de rutina,
debido a que si bien tiene una alta sensibili-
dad, presenta una baja especificidad.
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