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RESUMEN

Objetivo. El objetivo de este trabajo fue caracterizar en el biomodelo Mesocricetus auratus la
sintomatologia y lesiones anatomopatoldgicas que provocan 5 aislados clinicos de Leptospira spp.,
provenientes de Nicaragua. Materiales y métodos. Con este fin se inocularon 50 hamster por via
i.p con 1mL del cultivo de cada una de las cepas en fase exponencial teniendo una concentracion
celular de 7.5 x 10¢ leptospira/mL (10 animales por cepa), evaluandose signos de la enfermedad,
mortalidad durante 14 dias, lesiones anatomopatoldgicas macroscépicas y microscopicas mediante
tincion con hematoxilina-eosina y tincion de Warthyn Starryn. Resultados. Todas las cepas
presentaron alta mortalidad, mostrando un cuadro tanto clinico, como lesional caracteristico de la
infeccion experimental. Ademas, causaron la muerte al 100% de los animales entre el tercer y décimo
dia postinfeccién. En el estudio anatomopatolédgico la cepa del serogrupo Ballum y la del serogrupo
Pomona produjeron focos de hemorragias especificamente en el rifién y pulmones. De forma similar
ocurrié una congestion hepatica y renal, mientras que la hemorragia renal fue observada con mayor
frecuencia en la cepa del serogrupo Pomona, diferenciandose del resto de las cepas que mostraron
esta lesidn con menos frecuencia. Conclusiones. Este trabajo permitid una mayor caracterizacion
de estas cepas siendo utilizadas como futuras candidatas vacunales frente a una nueva epidemia de
Leptospirosis en Nicaragua.

Palabras clave: Hamster Sirio, Leptospira, lesiones anatomopatoldgicas, sintomas (Fuente: AIMS).
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ABSTRACT

Objective. The aim of this study was to characterize the symptomatology and anatomopathological
lesions caused by 5 clinical isolated Leptospira spp. from Nicaragua in a Mesocricetus auratus biomodel.
Materials and methods. 50 hamsters were inoculated via i.p with 1mL of the culture of each strain in
exponential phase having a cellular concentration of 7.5 x 10° leptospira/mL, (10 animals per strain).
Signs of the disease, mortality during 14 days, and macroscopic and microscopic anatomopathological
lesions by haematoxylin-eosin and Warthyn Starryn stain technique were evaluated. Results. All the
strains presented high mortality, showing clinical lesions of the experimental infection. Death to 100% of
the animals was caused between the third and tenth day post-infection. In the anatomopathologic study,
the strains of the Ballum and Pomona serogroup produced haemorrhaging specifically in the kidney
and lungs. The animals manifested hepatic and renal congestion, while the renal haemorrhage was
observed with more frequency in the strain of the Pomona serogroup, differing from the other strains,
which presented this lesion less frequently. Conclusions. This work allowed a better characterization
of these strains in order to use them as future vaccine candidates for future Leptospirosis epidemics
in Nicaragua.

Key words: Anatomopathological lesions, Leptospira, symptoms, Syrian hamster (Source: AIMS).

INTRODUCCION

La leptospirosis, es una de las zoonosis bacterianas
mas difundidas en el mundo (1,2). 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 (3). Debido a las afecciones que
produce en el hombre y los animales, asi como
por su repercusion econdmica en los paises
desarrollados y en vias de desarrollo, constituye
una importante y permanente preocupacion para
la medicina humana y veterinaria (4).

En Cuba existe un programa de lucha contra
la leptospirosis que incluye la vacunacidén
profilactica para humanos y animales con los
productos vacunales vax-SPIRAL® y Polivalente-
Leptospira. Estas vacunas son de células enteras
inactivadas, con o sin adyuvante, que incluyen
en sus formulaciones a los serovares de mayor
circulacién en el pais (2). Estos productos
biofarmacéuticos cuentan entre sus principales
desventajas la falta de inmunoproteccion
cruzada contra los serovares no incluidos en la
formulacion (5).

En algunos paises de la regiéon como la Republica
de Nicaragua se han producido epidemias
importantes asociadas fundamentalmente con
eventos climatoldgicos severos. Durante los
meses de octubre-noviembre del 2007, este
pais sufridé severas inundaciones provocadas por
el huracan Félix, que condujeron al desarrollo
de una epidemia con brotes de leptospirosis
fundamentalmente en los departamentos de Ledn
y Chinandega. De este brote fueron aisladas 8

cepas de leptospira de pacientes con evidencia
epidemioldgica y sintomatoldgica caracteristica
de leptospirosis (6).

Para la Republica de Nicaragua la leptospirosis
es una enfermedad endémica, en especial de
algunas regiones, con una alta presentacion de
casos clinicos asociados a eventos climatoldgicos
extremos como las lluvias intensas y con una
prevalencia mediana con tendencia a alta (6-8).
Ademas, es sostenida en el tiempo y en cualquier
condicion por la existencia de factores de riesgo
que lo favorecen (roedores, problemas de higiene,
baja percepcion de riesgos, practicas agricolas
y de crianza de animales inadecuadas) (6-8).
Pese a ser un problema, no existen practicas
de reduccion de riesgos en humanos; incluida
la vacunacién que permita la reduccidén de la
vulnerabilidad de la poblacién humana y animal
a la enfermedad.

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 determinacion 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
regiéon de los nuevos clientes (2,6).
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En todos los casos se recomienda inicialmente
una adecuada caracterizacion sintomatoldgica y
anatomopatoldgica en biomodelos experimentales
a partir de aislamientos procedentes de estudios
epidemiolégicos (3,9).

El objetivo de este trabajo fue realizar un estudio
anatomopatoldgico de aislamientos de Leptospira
spp., provenientes de Nicaragua utilizando el
Mesocricetus auratus (hamster Sirio) como
biomodelo.

MATERIALES Y METODOS

Cepas. Se utilizaron en el estudio 5 cepas
provenientes de pacientes con evidencias clinicas
y epidemioldgicas de la enfermedad leptospirosis
del brote ocurrido en los departamentos de Ledn
y Chinandega, la parte mas noroccidental de la
Republica de Nicaragua (Tabla 1). Todas las cepas
fueron cultivados en medio liquido Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH) (10) a
28°C; siendo conservadas en medio semisdlido
Fletcher a una temperatura entre 28-30°C. Se
mantuvieron mediante cultivos semanales en el
medio proteico EMJH, bajo condiciones estaticas
a 28-30°C (9).

Tabla 1. Identidad de las 5 aislamientos utilizados en
este estudio.

Ndamero Cédigo Origen Serogrupo
1 3507 Ledn Icteroahemorrhagiae
2 6307 Chinandega Pomona
3 8807 Chinandega Ballum
4 4207 Chinandega Sejroe
5 7407 Ledn Sejroe

Animales de experimentacion. En este
trabajo se utilizé el biomodelo Mesocricetus
auratus (Hamster Sirio) y se emplearon animales
de sexo hembras, con peso entre 45-50 g,
procedentes del Centro para la Produccién de
Animales de Laboratorio (CENPALAB, La Habana,
Cuba) recepcionados con sus correspondientes
certificados de calidad higiénico-sanitaria y
genética.

Los animales permanecieron bajo condiciones
controladas de temperatura (21-24°C), humedad
relativa (50-60%), ciclo alternado de luz/
oscuridad de 12 h, recibieron alimentacion y
agua acidulada con HCl a un pH 2.5 ad libitum.
El alimento fue suministrado por CENPALAB y
consistidé en pienso concentrado para roedores,
el cual fue adquirido con sus correspondientes
certificados de calidad bromatoldgica e higiénico-
sanitaria.
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Para todos los experimentos, los animales
se distribuyeron de forma aleatoria en cajas
modelo T3 (Macroldn, TECNIPLASTIC, Tecniplast
International, Italia). Se ubicaron en grupos
individuales de 5 a 6 animales por caja,
utilizando como encamado el bagazo de cafa
de azucar desmeollado con previa esterilizacion
en autoclave a 121°C y 1.5 atm de presion
durante 25 minutos; el cual se cambié dos
veces por semana. Todas las operaciones de
esta investigacion se realizaron siguiendo las
Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) (11),
establecidas en los Procedimientos Normalizados
de Operaciones (PNO), teniendo en cuenta las
normas y regulaciones bioéticas vigentes tanto
nacionales como internacionales (12).

El protocolo de esta investigacion fue revisado
y aprobado por el comité de ética institucional.
(Comité de Etica, Instituto Finlay, Cuba).

Evaluaciéon de la sintomatologia clinica y
mortalidad en el biomodelo Mesocricetus
auratus (Hamster Sirio). Para realizar este
estudio se inocularon 10 animales/cepa utilizando
la via intraperitoneal (i.p). Se utilizé un inoculo de
1 mL del cultivo en fase exponencial teniendo una
concentracion celular de 7.5 x 106 leptospira/mL.
Se evaluaron las variables signos de la enfermedad
y mortalidad durante 14 dias. Se considerd como
criterio de aceptacién que las cepas desarrollaran
la infeccién leptospirdsica y/o lograran el 100%
de mortalidad en ese periodo (13). La observacion
clinica se realizd diariamente durante 14 dias
post-inoculacion para evaluar la aparicion de
signos clinicos como pilo ereccion, excitabilidad,
ictero de piel y mucosas, hemorragias a través
de los orificios naturales, postracion y muerte.
La mortalidad fue expresada en porciento segun
la siguiente formula:

Mortalidad(%)= #de animales muertos*100/
Total de animales inoculados.

Estudio anatomopatolégico de las cepas
seleccionadas en el biomodelo Mesocricetus
auratus. En todos los experimentos se realizaron
estudios anatomopatoldgicos por métodos
convencionales (3,9,14), realizando la observacién
macroscépica de los 6rganos “In situ” y se tomaron
muestras para los estudios histopatoldgicos de los
tejidos que se consideraron (3,9,14). En todos los
casos se tomaron muestras del area afectada,
del area sana y del area limitrofe. Una vez
realizada la necropsia, observarse y describirse
las lesiones desde el punto de vista macroscépico,
las muestras tomadas fueron fijados en formol
neutro al 10% durante 72 horas. Luego se realiz6
una tincién con Hematoxilina-Eosina y Warthyn
Starry (14). Tanto los signos clinicos como las
alteraciones macroscdpicas y descripciones
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microscopicas fueron recogidos en protocolos
establecidos al efecto.

Analisis estadistico. Las variables categoricas
(frecuencia de animales con determinados
sintomas clinicos) representadas por la
comparacion de proporciones fueron analizadas
con Chi Cuadrado (y?) prefijando una p<0.01.
El analisis se realizd6 empleando el Statsoft para
Windows STATISTICA (15).

RESULTADOS

Todas los aislamientos generaron una alta mortalidad,
mostrando un cuadro clinico caracteristico de la
infeccidén experimental (pilo ereccién, excitabilidad,
signos nerviosos, hemorragias por los orificios
nasales, postracion) (Tabla 2).

Tabla 2. Signos clinicos observados en los animales
retados con las diferentes cepas de
leptospiras virulentas en estudio.

Signos Clinicos

Cepa P E IPM  HON PO (:/"'])
3507 4% 3 9 1* 9 100
4207 9 6 0* 0* 10 100
6307 10 10 10 10 10 100
7407 9 6 0* 0* 10 100
8807 10 9 10 10 10 100

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) por columnas,
obtenidas de la aplicacion de la prueba de Chi Cuadrado (x2). P=Piloereccidn,
E=Excitabilidad, IPM=Ictero piel y mucosas, HON=Hemorragias orificios
naturales, PO=Postracién y M=Mortalidad.

En la figura 1 se puede observar animales
con presencia de hemorragias por los orificios
nasales y postracién. De igual forma se destacd
el cuadro lesional caracterizado por ictero, grave
congestion en todos los 6rganos, hemorragias
pulmonares focales, entre otros), (Figura
2). Ademads, causaron la muerte del 100 %
de los animales entre el tercer y décimo dia
postinfeccién (9, 16-20).

Figura 1. Hadmsters infectados con leptospiras
mostrando postracion y hemorragias por
los orificios nasales.

3487

Figura 2. Hamsters infectados con Leptospiras
mostrando ictero y hemorragias pulmonares
focales.

Desde el punto de vista anatomopatoldgico
macroscépico se constataron evidencias
inequivocas del establecimiento de la enfermedad,
con dafios graves en Organos. Las cepas 8807
(serogrupo Ballum) y 6307 (serogrupo Pomona)
produjeron focos de hemorragias especificamente
en el rifndn y pulmones. De forma similar ocurrié
una congestién hepatica y renal, mientras que
la hemorragia renal fue observada con mayor
frecuencia en la cepa 6307 (serogrupo Pomona)
diferencidndose del resto de las cepas las cuales
mostraron esta lesién con menos frecuencia.

Histologicamente el higado, los rifilones y los
pulmones resultaron ser los 6rganos mas
afectados. El higado mostré congestién grave y
desorganizacion de los cordones de hepatocitos
con focos hemorragicos y necroticos en los
estados mas avanzados (Figura 3 Ey F). Ademas,
se observo necrosis centrolobulillar (Figura 3E)
e infiltracién linfocitaria en el espacio porta
(9,18,19), Se destaca la presencia de linfocitos
dada por su morfologia celular no granulada y
nucleo redondo en este tipo de infeccion (21).
Ademas, en la figura 3 F se observa la presencia
de neutréfilos disgregados por todo el tejido
(9,17,18).

En los rifones se encontrd una degeneracion
grave del epitelio tubular, hemorragias, infiltracion
de leucocitos y cilindros hialinos (Figura 3 Ay
B) (9,18,19). Los pulmones se caracterizaron
por la presencia de enfisemas con alvéolos
dilatados y destruidos (Figura 3 C y D), graves
congestiones y hemorragias (Figura 3 C), unido
a la presencia de polimorfonucleares neutrofilos
en los septos alveolares (9,17,18). Se constaté
la presencia de neutroéfilos; caracterizados por su
morfologia celular que permite distinguirlos de
otros leucocitos por contener un nucleo con varios
I6bulos (21). Ademas, esta infiltracion es tipica en
la infeccion experimental de la Leptospirosis (3,9).
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DISCUSION

Se pudo observar que la frecuencia de aparicion
de los signos estudiados fue variable entre
las diferentes cepas evaluadas (Tabla 2). La
piloereccion fue un signo clinico generalizado
en la mayoria de las cepas, exceptuando la
cepa 3507 (Serogrupo Icterohaemorrhagiae) la
cual difirié (p<0.01) del resto de las cepas que
presentaron una menor frecuencia de aparicién.
Este signo estd asociado al establecimiento de
la fase leptospirémica de la enfermedad y a los
picos de fiebre bifasicos (9,22,23). Igualmente
la excitabilidad es un signo que por lo general
se manifiesta cuando aparecen estos picos de
fiebre y comienza los dafios a nivel de Sistema
Nervioso Central (SNC), (9,22-24).

La leptospirosis puede presentarse de forma
ictérica o anictérica, lo cual estd dado entre
otros factores por las caracteristicas propias de
cada cepa (Figura 2), (9,16-18). En este estudio
solo el serogrupo Sejroe (cepas 4207 y 7407) se
comportdé de forma anictérica en el biomodelo
animal.

A pesar de que en la etiopatogenia de la
leptospirosis se describe y es conocido que
provoca ruptura del endotelio vascular (9,16-18),
no se encontraron, en todos los casos, evidencias
en la ocurrencia de hemorragias a través de los
orificios naturales. Manifestandose sélo para las
cepas 3507, 4207 y 7407 (p<0.01) indicando que
posiblemente cuando la enfermedad transcurre
de forma muy aguda, de 3 a 5 dias, es mas

Figura 3. Ay B: Corte histopatoldgico de rifién. C y D: Corte histopatoldgico de pulmon. E y F: Corte histopatoldgico
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visible este evento que cuando transcurren mas
de 7 dias.

Los focos de hemorragias especificamente en el
rindn y pulmones producidos por las cepas 8807
(serogrupo Ballum) y 6307 (serogrupo Pomona),
asi como la congestién hepatica y renal, estan en
correspondencia con los obtenidos cominmente
para cepas de Leptospira altamente virulentas
(6,19).

La hemorragia renal fue observada con mayor
frecuencia en la cepa 6307 (serogrupo Pomona)
diferenciandose del resto de las cepas las cuales
mostraron esta lesion con menos frecuencia (25).

La presencia de leptospiras identificadas en la
totalidad de los 6rganos investigados por la
técnica argéntica de Warthyn Starryn resulté
ser una evidencia inequivoca de la circulacién e
invasividad de las espiroquetas en los animales
infectados, siendo observados en la figura 4
A y B en un corte histopatoldgico de rifién vy
en la figura 4 C en un corte histopatoldgico
de higado. Los cuadros lesionales con mayor
numero de leptospiras demostradas con esta
técnica correspondieron a los serogrupos Ballum
y Pomona; no obstante, en todos los animales
infectados pudieron observarse las lesiones y los
gérmenes en diferentes 6rganos. Otros érganos
gue presentaron lesiones fueron el corazodn,
con graves hemorragias e infartos agudos, y
el sistema nervioso central que se observé
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Figura 4. A y B: Corte histopatoldgico de rifion
mostrando conglomerados de leptospirosis a
nivel de los tiumulos. C: Corte histopatoldgico
de higado mostrando conglomerados de
leptospiras (ver flechas). Tincion especial
de Warthyn Starryn. Magnificacion: 260 X.

congestivo a nivel de los vasos meningeos. Por
otra parte, en el bazo se destacé la congestion de
los cordones y depdsito de hemosiderina libre y
fagocitada lo cual concuerda con lo descrito por
Adler et al (9).
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Puede plantearse que desde el punto de vista
anatomopatoldgico macroscépico, predomind la
presencia de cuadros congestivos y hemorragicos
en todos los érganos y sistemas, la presencia
de ictero tanto en piel como en mucosas se
evidencié en la mayoria de las cepas, con
excepcién del serogrupo Sejroe al comportarse
de forma anictérica. El analisis microscoépico
corrobord el hallazgo general y constante de
procesos congestivos y hemorragicos junto a
lesiones propias de caquexia (degeneraciones
mucoides renales, cardiacas y agotamiento
esplénico). Todo lo cual coincide con las lesiones
mas comunes descritas en las especies animales
infectadas natural o experimentalmente por este
germen (9,16-18). Los hallazgos histoldgicos
encontrados en higado, rifién y los pulmones
son similares a los encontrados en animales y el
hombre (9,20,23,25-27) y coincide ademas con
los encontrados en las personas contagiadas con
leptospirosis en diferentes brotes epidemioldgicos
en la Republica de Nicaragua (6,8,28), donde
fueron aisladas numerosas cepas dentro de
las cuales se encuentra las utilizadas en esta
investigacion.

Contar con aislamientos de cepas pertenecientes
a diferentes serogrupos y serovares como
candidatos vacunales, caracterizados por una
alta virulencia, representativos de los serogrupos
que estén circulando en una region determinada,
simplificaria gradualmente la confecciéon de una
vacuna antileptospirdsica hecha a la medida
(6,8,13,29,30). Por tanto una evaluacion mas
completa de la capacidad de candidatos vacunales
para inducir una respuesta inmunoprotectora.
Esto requiere un panel bien caracterizado de
cepas virulentas que representen los serovares
de importancia tanto desde el punto de vista
clinico y epidemioldgico (6,8,13,29,30).

El término de alta virulencia y sobre todo que a
nivel experimental se logré mimetizar el proceso
tanto agudo como crénico de la enfermedad
leptospirdsica mediante biomodelos, constituyen
los parametros evaluativos mas importantes a
llevar a cabo durante la investigacion preclinica
de vacunas humanas y/o veterinarias (31). Esto
es importante para la elaboracién de candidatos
vacunales eficientes y la evaluacion de pruebas
de potencia de vacunas ya existentes en el
mercado (31).

En conclusidn se realizé una mayor caracterizacion
de las cinco cepas estudiadas lo que permitira
su utilizacion como futuros canditatos vacunales
frente a una nueva epidemia de Leptospirosis en
Nicaragua.
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