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Introducción. Es necesario desarrollar modelos de estudio de la leptospirosis.
Objetivo. Genotipificar un aislamiento de Leptospira proveniente de una persona con síndrome de 
Weil y evaluar, con el modelo experimental en Mesocricetus auratus, su dinámica de infección.
Materiales y métodos. Se hizo la genotipificación por análisis de las secuencias génicas rrs 16S y 
lipL32. Se determinó la dosis letal media en hámster inoculada por vía intraperitoneal. Se identificaron 
los patrones de química clínica, la duración de la leptospiremia, la leptospiruria y la histopatología, 
comparados con el mismo modelo inoculado con la cepa de Leptospira interrogans (Fiocruz L1-130).
Resultados. Mediante análisis molecular se determinó que el aislamiento correspondía a la especie 
patógena Leptospira santarosai. La bacteria se recuperó a partir de tejido de riñón y de pulmón, y 
se detectó por medio de PCR lipL32 en el tercer día después de la infección. La proteína C reactiva 
aumentó en el quinto día después de la infección (3,25 mg/dl; valor normal: 0,3 mg/dl) con una 
disminución en el día 18 (2,60 mg/dl; valor normal: 0,8 mg/dl). Los biomarcadores de urea mostraron 
alteraciones indicativas de falla renal aguda (día 5 después de la infección: 49,01 mg/dl y día 18: 53,71 
mg/dl). La histopatología mostró neumonía intersticial con diferentes grados de hemorragia, así como 
nefritis intersticial. 
Conclusión. Se identificó la presencia de la especie L. santarosai con capacidad patógena comparable 
con la cepa Fiocruz L1-130 de L. interrogans, de reconocida virulencia y tropismo pulmonar, en cuanto 
a los aspectos histopatológicos de tropismo a pulmón y riñón. Nunca antes se había evaluado en un 
modelo experimental un aislamiento de origen local bajo estos criterios biológicos. 
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Genotyping and evaluation of infection dynamics in a Colombian isolate of Leptospira 
santarosai  in hamster as an experimental model

Introduction: Is necessary to develop models for the study of leptospirosis.
Objective: To genotype a Colombian strain of Leptospira isolated from a human with Weil’s syndrome 
and to evaluate its infection dynamics in the hamster experimental model.
Materials and methods: Genotyping was performed by amplification and sequence analysis of the rrs 
16S and lipL32 genes. The median lethal dose was determined in intraperitoneally inoculated hamsters. 
The patterns of clinical chemistry, the duration of leptospiremia, leptospiruria and pathological findings 
were studied and compared in the same animal model infected with L. interrogans (Fiocruz L1-130).
Results: Molecular typing revealed that the isolate corresponded to the pathogenic species L. 
santarosai, which was recovered from hamsters´ kidneys and lungs and detected by lipL32 PCR from 
day 3 post-infection in these organs. There was a marked increase of C-reactive protein in animals at 
day 5 post-infection (3.25 mg/dl; normal value: 0.3 mg/dl) with decreases by day 18 (2.60 mg/dl: normal 
value: 0.8 mg/dl). Biomarkers of urea showed changes consistent with possible renal acute failure 
(day 5 post-infection: 49.01 mg/dl and day 18 post-infection: 53.71 mg/dl). Histopathological changes 
included interstitial pneumonia with varying degrees of hemorrhage and interstitial nephritis.
Conclusion: The pathogenic species L. santarosai was identified in Colombia. Its pathogenicity as 
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determined by tropism to lung and kidney was comparable to that of L. interrogans Fiocruz L1-130, well 
known for its virulence and pulmonar tropism. The biological aspects studied here had never before 
been evaluated in an autochthonous isolate.
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La leptospirosis es una de las enfermedades 
infecciosas zoonóticas más extendidas en el 
mundo, comúnmente asociada a áreas rurales y 
urbanas de zonas tropicales y subtropicales. La 
infección es producida por especies patógenas del 
género Leptospira, un grupo diverso compuesto 
por 21 especies, entre las que se encuentran 
ocho saprófitas o de vida libre, cinco de capacidad 
patógena intermedia y ocho claramente patógenas 
para humanos y huéspedes sensibles (1).

La infección en el humano se asocia al contacto 
directo de la piel o de las mucosas con la orina 
de animales salvajes o domésticos infectados que 
actúan como reservorios, o por contacto indirecto 
con orina en ambientes contaminados en los que 
las personas están expuestas a factores de riesgo 
ocupacional o recreativo-deportivo, o debido a 
inundaciones y desastres (2).

En el humano la enfermedad puede cursar con 
manifestaciones clínicas variables que van desde 
la infección subclínica (asintomática o estado febril 
indiferenciado con cefalea y mialgias) hasta la 
forma grave caracterizada por ictericia progresiva, 
falla renal y pulmonar, y alteraciones neurológicas 
y hemorragias, signos estos del síndrome de Weil, 
que puede ser fatal en 10 a 15% de los casos (1). 
El compromiso pulmonar es una característica 
emergente de la enfermedad, la cual fue descrita 
a partir de la epidemia de 1995 en Nicaragua (3) 
y, posteriormente, también caracterizada en Brasil 
(4,5), Argentina (6,7) y Perú (8), donde se reportan 
mortalidades entre 30 y 60 %. La leptospirosis se 
ha registrado en brotes en diferentes regiones de 
Colombia (9) y también de forma endémica en la 
población general (10-14). 

Durante la última década, en el Instituto Colombiano 
de Medicina Tropical - Universidad CES se han 
obtenido 12 aislamientos de Leptospira sp. 
procedentes de humanos, animales y fuentes 

ambientales. Uno de ellos se clasificó en el nivel 
de serovariedad como Leptospira interrogans 
correspondiente al ST 17 Icterohaemorrhagiae/
Copenhageni (15), gracias al uso de la secuen-
ciación directa de múltiples locus (Multi-Locus 
Sequence Typing, MLST). Igualmente, se dispone 
de nueve aislamientos más (11 en total), identificados 
como pertenecientes a especies patógenas de 
Leptospira en un estudio previo llevado a cabo por 
nuestro grupo (16) mediante reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) contra un gen exclusivo de 
leptospiras patógenas (lipL32). 

A pesar de que la leptospirosis presenta una gran 
importancia epidemiológica y clínica a nivel mundial 
por su condición de enfermedad reemergente, 
poco se sabe de los aislamientos colombianos en 
lo que respecta a su genotipificación y virulencia. 
En este estudio se presenta la genotipificación 
por secuencia directa de los genes lipL32 y rrs 
16S de una de estas cepas colombianas de 
Leptospira aislada de una persona que, además 
de tener síndrome de Weil, también presentaba 
manifestaciones pulmonares asociadas con leptos-
pirosis. Se describe la evaluación del modelo 
experimental en hámster de la dinámica de infección 
del aislamiento mediante la valoración de la dosis 
letal media (DL50), los patrones de química clínica, 
la leptospiremia, la leptospiruria y los hallazgos 
histopatológicos comparados con los presentados 
en el mismo modelo con la cepa de referencia L. 
interrogans, Fiocruz L1-130.

Materiales y métodos

Cepas de Leptospira spp.

Cepa de referencia. Fue Leptospira interrogans 
serogrupo Icterohaemorrhagiae, serovar Copen-
hageni, cepa L1-130, donada por la Fundación 
Fiocruz de Brasil. Esta cepa fue aislada de un 
paciente durante el brote de leptospirosis de 
1996 asociado a la inundación en Salvador de 
Bahía, Brasil, y desde entonces ha sido utilizada 
principalmente para estudios sobre la capacidad 
patógena en modelos animales (17-20).

Origen del aislamiento colombiano. La cepa JET 
fue aislada de un paciente de sexo masculino 
procedente de Apartadó, Colombia, que consultó 
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por un cuadro febril de tres días de evolución 
consistente en fiebre, cefalea, malestar general, 
prurito ocular con inyección conjuntival, conjuntiva 
tarsal “empedrada”, “ronchas perioculares” y tos 
persistente, pero sin signos meníngeos. 

Se le practicó un hemocultivo en medio semisólido 
de Fletcher y prueba serológica IgM para 
Leptospira. La prueba serológica fue positiva y 
al paciente se le prescribió doxiciclina en dosis 
de 200 mg diarios durante 14 días, lográndose 
la remisión de los síntomas al cuarto día de 
tratamiento. El cultivo fue positivo, con lo cual se 
confirmó el diagnóstico de leptospirosis, y se usó 
para la extracción de material genético con fines 
de genotipificación y para obtener subcultivos 
mediante los métodos estándares (21) usados en 
los ensayos biológicos.

Genotipificación del aislamiento colombiano 
de Leptospira

Extracción de ADN genómico. El ADN se extrajo 
con un estuche comercial, el Wizard ADN de 
Promega®, siguiendo el protocolo para bacterias 
Gram negativas y utilizando como volumen 
inicial 1 ml de cultivo del aislamiento (crecimiento 
0,5, MacFarland). Después de la extracción, se 
rehidrató el ADN con solución tampón Tris-EDTA y 
se almacenó a 4 °C hasta el momento de su uso.

Reacción en cadena de la polimerasa. Para la 
reacción molecular de amplificación del gen rrs 
16S, se usó la pareja de cebadores 16S RNA rrs 
F GGCGGCGCGTCTTAAACATG y 16S RNA rrs 
R TTCCCCCCATTGAGCAAGATT, descritos por 
Mérien, et al., (22), cuyo producto de amplificación 
es de 331 pb. El perfil térmico y las concentraciones 
de reactivos utilizados para la estandarización de 
la PCR fueron 0,5 µl de cada cebador (0,4 µM), 
0,5 µl de dNTPs (0,2 mM), 2,5 µl de solución 
tampón (1X), 1,5 µl de MgCl2 (1,5 mM), 0,2 µl de 
Taq polimerasa (1 unidad/reacción), 18,3 µl de 
agua para PCR y 1 µl de ADN (200 ng/µl), para un 
volumen final de 25 µl en cada reacción. La PCR 
se realizó en un termociclador Perkin Elmer 9700 
y el ciclo de amplificación fue el siguiente: un ciclo 
de desnaturalización inicial a 94 °C por 5 minutos, 
35 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 56 °C por 1 
minuto, 72 °C por 2 minutos y, finalmente, se dejó 
a 72 °C por 5 minutos.

La reacción molecular para la PCR lipL32 se hizo 
con los iniciadores descritos por Levett, et al., 
(23): lipL32/270F (5´-GCTGAAATGGGAGTTCGT 
ATGATT-3´)  y lipL32/692R (5´-CAACAGATGCAA 

CGAAAGATCCTTT-3´), dirigidos al gen que codifica 
para la lipoproteína lipL32, los cuales arrojaron un 
tamaño de 443 pb. Esta secuencia es conservada 
en las especies patógenas de Leptospira. El perfil 
térmico de la PCR lipL32 se estandarizó según 
Moreno y Agudelo-Flórez (16) con una temperatura 
de hibridación de 55 °C.

Electroforesis y secuencia. Los productos de la PCR 
se visualizaron utilizando la técnica de electro-
foresis en gel de agarosa con una concentración 
de 1,5 %. Se usó solución tampón TBE (Tris base, 
EDTA, ácido bórico) a una concentración de 1X, se 
le reveló con bromuro de etidio y se le agregó un 
marcador de peso molecular de 50 pb (Fermentas). 
Posteriormente, se realizó la electroforesis a 80 
V durante una hora en cámara horizontal y, por 
último, se visualizó en un analizador de imagen 
EpiChemi3. El producto obtenido por la amplificación 
de cada gen fue enviado a Macrogen® Corea para 
su secuenciación con los métodos estándar. Las 
secuencias obtenidas se compararon con aquellas 
disponibles en la base de datos de GenBank.

Análisis filogenético. Para los análisis filogenéticos 
se utilizaron como secuencias patrón los genes 
codificadores tanto para el gen ribosómico rrs 16S 
como para el gen lipL32 de 20 especies diferentes 
de Leptospira, abarcando de esta forma todas las 
especies según la actual clasificación molecular. 
Dichas secuencias, y las obtenidas a partir de este 
aislamiento, se alinearon mediante el programa 
bioinformático Clustal X y se analizaron con el 
programa filogenético MEGA 5®, utilizando para 
el análisis el método Neighbor-Joining con 1.000 
réplicas; las distancias evolutivas se computari-
zaron usando el método paramétrico Kimura-2.

Infección experimental

Preparación del cultivo para el inóculo. Se revisó 
entre lámina y laminilla en el microscopio de 
campo oscuro una alícuota de un tubo de cultivo 
de cada aislamiento de, aproximadamente, 1 a 
2 semanas de subcultivo en medio de cultivo de 
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH), 
con el fin de evaluar la viabilidad y movilidad antes 
de usarse como base para la preparación del 
inóculo. La concentración del inóculo se ajustó 
inicialmente a 0,5 en el patrón de turbidez de 
McFarland, equivalente a 1 x 105 bacterias por ml, 
en un espectofotómetro VitecK II (bioMérieux) y, 
como solución calibradora, se usó el medio EMJH 
estéril. A partir de la suspensión de 1 x 105 bacterias 
por ml, se hicieron diluciones dobles de 1 ml de 
solución del cultivo inicial en 9 ml de medio EMJH 
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estéril, para así obtener las concentraciones de 
cada inóculo de 1 x 104, 1 x 103 y 1 x 102 bacterias 
por ml. 

Modelo animal. Se utilizaron machos y hembras 
de hámster sirio dorado de 45 a 60 g de peso, 
procedentes del bioterio de la Sede de Investigación 
Universitaria (SIU) de la Universidad de Antioquia. 
En estas instalaciones los animales se mantuvieron 
a una temperatura de 18-22 °C, humedad relativa 
de 50 a 70 %, fotoperiodo de 12 horas de luz y 
12 de oscuridad, alimentados con concentrado 
comercial pulverizado y esterilizado. Todas las 
condiciones y procedimientos se ajustaron a las 
guías internacionales para el manejo y cuidado de 
los animales (24).

Reactivación de cepas de Leptospira spp. Para fines 
de reproducibilidad y estandarización, antes del 
inicio de los ensayos experimentales las dos cepas 
de Leptospira se reactivaron como se describe a 
continuación. Por cada cepa se inocularon dos 
hámsteres con 1 ml de una suspensión a una 
concentración bacteriana mayor de 1 x 108 bacterias 
por ml. Cuando los animales presentaban mal 
estado general, se anestesiaban (ketamina/xilacina 
en dosis de 200/10 mg/kg de peso) y se sangraban 
antes de su muerte para recuperar el aislamiento 
en medio de cultivo EMJH (Difco). De esta sangre 
se disolvieron 100 µl en 400 µl de solución salina 
estéril para inyectar a un nuevo hámster. Este 
procedimiento se repitió dos veces más en inter-
valos de dos semanas para reactivar la virulencia 
de cada uno de los aislamientos. A los aislamientos 
así recuperados se les realizaron dos nuevos pases 
in vitro en el medio EMJH, con lo que estuvieron 
listos para usarse en la infección experimental.

Valoración de la dosis letal media

La virulencia de las cepas se estimó cuanti-
tativamente en el modelo de hámster mediante la 
determinación de la dosis letal media (DL50) según 
la metodología propuesta por Fajardo, et al., (25). 
Se inocularon por vía intraperitoneal grupos de tres 
hámsteres con diluciones seriadas (1 x 104, 1 x 103 
y 1 x 102 bacterias por ml) de cada una de las cepas. 
Los animales se vigilaron diariamente durante 28 
días después de la infección para observar la 
presentación de signos clínicos de enfermedad, 
incluida la deshidratación, el pelaje erizado, el 
decrecimiento de la actividad, el aislamiento o la 
muerte. Los animales usados como control negativo 
fueron inoculados con los mismos volúmenes de 
medio EMJH estéril. Todos los aislamientos se 
evaluaron en tres experimentos independientes. 

La DL50 se calculó según la metodología propuesta 
por la Organización para la Cooperación y el 
Desarrollo Económicos (OCDE) en los lineamientos 
para la aplicación de las pruebas de productos 
químicos (26).

Cinética de la infección

Se evaluó la cinética de la infección tanto de la 
cepa de referencia Fiocruz L1-130 como de la cepa 
colombiana JET. De cada grupo de evaluación y 
de cada cepa, se inocularon tres hámsteres y se 
usó uno más como control negativo. Los grupos 
experimentales se distribuyeron para cada punto 
de evaluación de la cinética de infección. Se 
establecieron 14 puntos de evaluación: 2, 4, 8, 14, 
24, 48, 72, 96 horas, y 5, 10, 15, 18, 21 y 28 días 
después de la infección. Cada animal se infectó 
bajo las condiciones ya señaladas, usando un 
inóculo de 1 x 103 bacterias por ml con base en la 
DL50 determinada anteriormente. Los hámsteres 
de control negativo se inocularon con 1 ml de 
medio de cultivo EMJH estéril.

Los animales se observaron dos veces al día 
durante el tiempo del experimento, para evaluar 
la presencia de signos clínicos, incluidos la des-
hidratación, el pelaje erizado, el decrecimiento de 
la actividad y el aislamiento. El momento en que los 
animales presentaban tres o más de estos síntomas, 
se consideró como punto final del experimento y 
se procedió a anestesiarlos (ketamina/xilacina 
en dosis de 200/10 mg/kg de peso) para tomar 
la muestra de sangre y someterlos a eutanasia 
(cámara de CO2).

Toma de muestras y necropsia

Para optimizar la muestra, se usaron puntos 
variables de evaluación en los diferentes individuos, 
con el fin de establecer la cinética de la infección 
sanguínea. Se tomaron muestras de sangre por 
vía cardiaca con anticoagulante y sin este, para 
determinar los patrones de química clínica, la 
leptospiremia y la cinética histopatológica. Se 
procedió a bañar el cuerpo del animal anestesiado 
con una solución de amonio cuaternario para 
la desinfección y posterior toma de la muestra 
sanguínea por punción cardíaca.

El suero se recuperó por centrifugación de la 
sangre a 15.000 rpm y se conservó a -20 °C hasta el 
momento del procesamiento. Una alícuota de este 
suero se usó para determinar los parámetros de 
química sanguínea, los marcadores de respuesta 
inflamatoria (proteína C reactiva) y el perfil renal 
(urea, nitrógeno ureico en sangre y creatinina). Este 
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procedimiento se llevó a cabo en el Laboratorio de 
Veterinaria y Zootecnia del Instituto Colombiano de 
Medicina Tropical-Universidad CES.

Otra alícuota se utilizó para determinar anticuerpos 
mediante la prueba serológica de microaglutinación 
(Microscopic Agglutination Test, MAT) según las 
especificaciones de la Organización Mundial de la 
Salud (OMS) (21) y usando como antígeno la cepa 
correspondiente a cada infección experimental. 
Se consideró como punto de corte de resultado 
positivo un título igual o superior a 1:50. 

La necropsia comenzó por la cavidad torácica y 
finalizó por la cavidad abdominal. En cada caso se 
hizo una descripción macroscópica del estado de 
los órganos blanco (pulmón y riñón) y se procedió 
a hacer los cortes de tejido correspondientes. 
Una porción de cada tejido se preservó en formol 
tamponado al 10 % para la evaluación histológica y 
otra porción se depositó en solución salina para la 
extracción de material genómico con el fin de hacer 
el seguimiento molecular mediante la PCR lipL32. 
Una tercera muestra se trituró y se sembró en medio 
líquido EMJH libre de antibióticos y se incubó en 
condiciones de aerobiosis entre 28 y 30 °C. Estos 
cultivos se evaluaron al microscopio de campo 
oscuro cada ocho días durante cuatro semanas.

Análisis histológico

Las muestras de riñón y pulmón se procesaron por 
técnicas histológicas convencionales, obteniendo 
cortes de 5 µm de espesor. Todas las muestras 
se colorearon con hematoxilina y eosina para 
determinar cambios histopatológicos y, además, 
se les aplicó la coloración de Warthin-Starry para 
establecer la presencia de formas indicativas de 
Leptospira spp. en los tejidos (27).

Aspectos éticos

El protocolo fue sometido a consideración y estudio 
del Comité de Ética para la Experimentación con 
Animales de la Sede de Investigación Universitaria 
y aprobado mediante el acta 51 del 18 de mayo 
de 2009.

Resultados

Genotipificación del aislamiento colombiano 
de Leptospira

Las dos reacciones de PCR hechas con iniciadores 
para los genes lipL32 y rrs 16S fueron positivas 
y tipificaron el aislamiento como perteneciente a 
una especie patógena de Leptospira. Al comparar 
el análisis por secuenciación de los productos de 

amplificación de los genes lipL32 (443pb) y rrs 
16S (331 pb) de Leptospira con los disponibles 
en la base de datos del GenBank, se obtuvo un 
porcentaje de identidad de 96 a 97 % con la especie 
L. santarosai en los dos genes. En la figura 1 se 
presenta el dendrograma generado por el análisis 
filogenético de los dos genes.

Caracterización de la virulencia en modelo 
experimental

Valoración de la dosis letal media (DL50). Los 
animales inoculados con la cepa de referencia L1-
130 presentaron pérdida de la constitución corporal 
(pérdida de peso, pelaje erizado), apariencia 
ictérica de sus mucosas y deshidratación grave, 
y murieron entre los días 5 y 7 después de la 
infección. Se determinó de esta forma que la DL50 
correspondía a un número entre 1 x 102 y 1 x 
103 bacterias por ml (35-40 % de supervivencia). 
Esto significa que se requieren entre 100 y 1.000 
leptospiras para causar la muerte del 50 % de la 
población de animales inoculados (figura 2).

En el caso del grupo inoculado con la cepa de 
Leptospira colombiana, el signo clínico observado 
fue la ictericia de mucosas, evidenciada después 
del día 15 después de la infección. No hubo morta-
lidad en ninguno de los grupos inoculados con las 
diferentes concentraciones de esta cepa durante el 
período de 28 días de seguimiento.

Análisis de los parámetros de química clínica 
para el aislamiento colombiano

En cuanto a la valoración de los resultados de 
química clínica del presente trabajo, se verificó 
que los valores encontrados en el control negativo 
(animal no inoculado) estuvieran dentro de los ran-
gos establecidos previamente como normales por 
el bioterio de la Sede de Investigación Universitaria 
(comunicación personal). El grupo inoculado con 
la cepa colombiana JET mostró alteraciones con 
respecto al control en los días 5 y 18 después 
de la infección. La proteína C reactiva presentó 
un aumento entre 2 y 7,5 veces por encima del 
valor límite en el día 5 después de la infección 
en todos los animales. En siete de los nueve 
animales inoculados con la cepa JET, se encontró 
una tendencia a la baja en el día 18 después de 
la infección, mientras que en dos animales, los 
valores fueron superiores en comparación con los 
del día 5 después de la infección.

En lo relacionado con los marcadores de perfil 
renal, los niveles de urea fueron mayores en cinco 
de los nueve animales, encontrándose aumentos 
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entre 1,1 y 1,8 veces por encima del valor límite 
en el día 5 después de la infección (hámster con 
JET número 8: HJET-8: 28,8 mg/dl y HJET-1: 49,01 
mg/dl). En el día 18 después de la infección se 
encontró que todos los animales inoculados con 
la cepa JET tenían valores entre 1,5 y 2 veces 
por encima del valor límite (HJET-7: 38,52 mg/
dl y HJET-6: 53,71 mg/dl), lo cual coincidió con 
los hallazgos de nitrógeno ureico en sangre. Sin 
embargo, los niveles de creatinina permanecieron 
dentro del rango de los controles normales.

Cinética de los anticuerpos

La respuesta serológica fue positiva desde el 
día 6 después de la infección tanto para la cepa 
Fiocruz L1-130, con un título de 1:50, como para 
la cepa colombiana JET, que presentó un título 
de 1:200. En las mediciones correspondientes a 

los días 15 y 21 después de la infección el título 
de anticuerpos para la cepa JET se mantuvo en 
1:200. Por otra parte, para la cepa Fiocruz se 
observó una elevación de títulos de 1:100 en el 
día 15 después de la infección, que permanecía 
en este mismo nivel en la medición del día 21 
después de la infección.

Cinética de la invasión de Leptospira en tejidos 
de pulmón y riñón

Los cultivos de tejido de riñón fueron positivos 
en el día 5 después de la infección para ambas 
cepas. En el caso de los cultivos de pulmón del 
grupo inoculado con la cepa colombiana, solo 
uno de tres animales fue positivo en los días 6 
y 7 después de la infección. No hubo cultivos 
positivos para estos animales después del día 
9 después de la infección. No se obtuvieron 

Figura 1. Identificación molecular y filogenética 
del aislamiento JET por análisis de las secuencias 
de los genes rrs 16S (A) y lipL32 (B). La historia 
evolutiva se infirió usando el método Neighbor-
Joining. Se muestra el árbol óptimo con la 
suma del tamaño de las ramas, que fue igual a 
0.85568713. El porcentaje de réplicas de árboles 
en el que los taxones se agruparon según el 
método de bootstrap (1.000 réplicas), se muestra 
en las ramas. El árbol se dibujó a escala; el 
tamaño de las ramas se expresó en las mismas 
unidades que las distancias evolutivas utilizadas 
para inferir el árbol filogenético. Las distancias 
evolutivas se computarizaron utilizando el método 
paramétrico Kimura-2 y un número de sustitución 
de bases por sitio. La velocidad de variación en 
los sitios se modeló con una distribución gamma 
(con un parámetro de formación igual a 1); el 
análisis involucró 23 secuencias de nucleótidos. 
Se eliminaron todas las posiciones que contenían 
brechas o pérdida de información. El análisis 
evolutivo se hizo en MEGA 5 ®. 
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cultivos positivos de este órgano en el grupo 
inoculado con la cepa Fiocruz en ninguno de los 
puntos evaluados.

Dada la baja sensibilidad del cultivo para el 
seguimiento de la invasión de los órganos, se 
hicieron evaluaciones adicionales de la invasión 
con coloración de Warthin-Starry y PCR lipL32. 
Dicha coloración fue positiva en riñón en ambas 
cepas desde el día 5 después de la infección, lo 
que coincidió con la recuperación obtenida por 
cultivo. Por su parte, la PCR fue positiva en el 
tejido pulmonar y en el renal para las dos cepas 
evaluadas en el día 3 después de la infección.

Cinética del daño en los órganos 

La revisión macroscópica hecha durante las 
necropsias de punto final en algunos animales, 
mostró signos de hemorragia pulmonar, ictericia en 
tejidos y alteración de la forma del riñón en los dos 
grupos experimentales. La figura 3 muestra estos 
hallazgos para cada una de las cepas evaluadas 
experimentalmente.

La evaluación histopatológica de la cepa Fiocruz 
L1-130, realizada con la coloración de hematoxilina 
y eosina a las 2, 4, 8, 14, 24, 48, 72 y 96 horas, 
mostró neumonía intersticial en sus formas leves, 
evidenciadas a las dos horas de evaluación, y 
en las formas moderadas, que se mantuvieron 
hasta las 24 horas después de la infección. En 
el caso de la cepa JET, se presentó neumonía 
intersticial moderada desde el primer momento 
de evaluación (2 horas después de la infección) 
hasta las 96 horas después de la infección. La 
figura 4 muestra estos hallazgos en cada una de 
las cepas evaluadas experimentalmente.

La evaluación histopatológica del riñón de la cepa 
Fiocruz L1-130, llevada a cabo en las horas ya 
señaladas, evidenció congestión leve multifocal 
con necrosis tubular leve multifocal a las 2 horas 

Figura 2. Dosis letal 50 (DL50) de la cepa Leptospira interrogans Fiocruz L1-130. La figura muestra el porcentaje de supervivencia 
con cada una de las tres dosis probadas. Se hizo seguimiento del grupo de control negativo durante 28 días.

Figura 3. Hallazgos macroscópicos con inóculos mayores de 1 
x 108 bacterias/ml: 1. cepa Leptospira santarosai, JET, 15 días 
después de la infección; 2. cepa Leptospira interrogans, Fiocruz 
L1-130, cinco días después de la infección. A. Hemorragia 
pulmonar; B. ictericia; C. alteración de la forma del riñón
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Figura 4. Análisis histopatológico de pulmón de hámsteres inoculados con Leptospira spp. A. Control negativo: se observan 
luces alveolares limpias y paredes alveolares delgadas. B. Caso L1-130-2h. Neumonía intersticial subaguda leve; se observa 
edema alveolar, leve congestión e infiltrado inflamatorio en la pared alveolar (flecha). C. Caso JET-4h. Neumonía intersticial 
aguda moderada; se observa edema, congestión y moderada infiltración de neutrófilos (flecha) en la pared alveolar con 
disminución de luces alveolares. D. Caso JET-2h. Neumonía intersticial aguda grave con hemorragia alveolar grave; se observan 
abundantes eritrocitos en las luces de los alvéolos (flecha) e infiltrado de neutrófilos en el intersticio. E. Caso L1-130-120h. 
Neumonía intersticial crónica grave; se observa fibrosis (flecha) e infiltrado inflamatorio en el intersticio alveolar con disminución 
significativa de luces alveolares. Hematoxilina y eosina, 400X. F. Caso JET-144h. Evidencia de leptospiras en pared alveolar 
(flechas). Warthin-Starry, 1.000X

Figura 5. Análisis histopatológico de riñón de hámsteres inoculados con Leptospira spp. A. Control negativo: se observan túbulos 
proximales normales en la corteza renal. B. Caso JET-8h. Necrosis tubular con congestión aguda, eosinofilia citoplásmica y picnosis 
nuclear (flecha). C. Caso L1-130-4h. Congestión moderada multifocal (flecha), con necrosis tubular leve. Hematoxilina y eosina, 
400X. D. Caso JET-6h. Evidencia de leptospiras en el intersticio renal (flechas). Warthin-Starry, 1.000X
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después de la infección hasta llegar a formas 
graves a las 24 horas después de la infección. En 
el caso de la cepa colombiana JET, se evidenció 
inicialmente (2 horas después de la infección) 
congestión multifocal leve que llegó hasta necrosis 
tubular multifocal entre las 4 y las 96 horas después 
de la infección (figura 5). En el día 5 después de 
la infección se encontró congestión renal leve a 
moderada con necrosis leve; en el día 18 después 
de la infección la congestión renal era moderada 
multifocal, con glomerulonefritis moderada multi-
focal, presencia de cilindros proteicos leves focales, 
y necrosis tubular leve focal y multifocal.

Discusión

Este artículo presenta la genotipificación y evalua-
ción de la dinámica de infección de un aislamiento 
de L. santarosai, especie con reconocida capacidad 
patógena (1), obtenida de un paciente colombiano 
y nunca antes registrada en el país. Esta especie 
fue propuesta como nueva por Yasuda, et al., (28) 
con base en un análisis fenotípico y de homología 
de su material genético (ADN) y debe su nombre a 
Carlos Santa Rosa, veterinario brasileño, pionero 
en el estudio de la leptospirosis en ese país. Los 
serogrupos que se registran en esta especie son 
Shermani, Hebdomanis y Tarassovi. La cepa tipo 
LT 821 fue aislada de una rata semiespinosa 
(Proechimys semispinosus) procedente de la zona 
del canal de Panamá (29).

En un estudio posterior, Brenner, et al., (30) 
confirmaron y ampliaron estos hallazgos, presen-
tando 65 cepas pertenecientes a L. santarosai, 
en su mayoría originarias de Norteamérica y 
Suramérica, y en menor número, de China. El 
estudio muestra que 22 de estas cepas provenían 
de aislamientos en humanos; una de ellas fue 
aislada de Sri Lanka, en tanto que 21 eran de 
origen americano, de las cuales 14 habían sido 
aisladas en Panamá.

Existen pocos reportes de casos de infección 
en humanos por L. santarosai. Yang, et al., (31) 
registraron 12 casos procedentes de Taiwán 
con síndrome de Weil ocasionado por el serovar 
Shermani. Posteriormente, Valverde, et al., (32) 
reportaron un aislamiento de L. santarosai en 
humanos con síndrome de Weil en Costa Rica. 
El hallazgo en este trabajo es de importancia 
epidemiológica, ya que permite incrementar el 
conocimiento de las cepas que circulan en algunas 
regiones de Colombia (como el Urabá antioqueño) 
y caracterizar la enfermedad que ocasionan. Por 

otro lado, este aislamiento está disponible para 
futuros estudios orientados a identificar antígenos 
útiles en la producción de vacunas a partir de 
cepas autóctonas.

La evaluación del aislamiento colombiano mostró 
que, a diferencia de la cepa Fiocruz L1-130, la 
cepa JET no produjo una enfermedad grave en 
el modelo de hámster, lo cual podría relacionarse 
con las infecciones subclínicas detectadas seroló-
gicamente y el bajo reporte de casos procedentes 
de la zona de Urabá (Arboleda M, Agudelo-
Flórez P, Parra G, Tangarife C, Ochoa J. Perfil 
epidemiológico y clínico de los pacientes con 
leptospirosis, Urabá, Antioquia. Biomédica. 2011; 
31(Supl.1):81). A pesar de esto, el análisis de 
los biomarcadores de química clínica en los 
hámsteres mostró un aumento en los niveles 
séricos de proteína C reactiva. Esta proteína es 
sintetizada en el hígado en respuesta a procesos 
infecciosos, inflamatorios y de injuria tisular, y 
participa en procesos de inmunomodulación, 
como la amplificación del complemento, la ‘opso-
nización’ de bacterias y la estimulación de células 
fagocíticas (33,34).

Los marcadores de la función renal mostraron un 
aumento moderado de los niveles de urea sérica y 
nitrógeno ureico en sangre, pero niveles normales 
de creatinina. Estas alteraciones bioquímicas 
usualmente se presentan en casos de falla renal 
aguda, lo que, sumado a la deshidratación produ-
cida por un proceso infeccioso e inflamatorio sin 
reposición adecuada de líquidos, puede exacerbar 
el compromiso intrínseco renal ocasionado por la 
espiroqueta (35-37). Todas estas alteraciones son 
características del síndrome de Weil, en el que se 
generan cambios en hígado y riñón, los principales 
órganos blanco en la patogenia de la enfermedad 
(34-37).

Los hallazgos histopatológicos también demos-
traron la capacidad invasiva de la cepa colombiana, 
pues se observó neumonía intersticial acompañada 
de hemorragia alveolar y bronquiolar con diversa 
gravedad, así como nefritis intersticial con necrosis 
tubular. Estos hallazgos podrían ser comparables a 
los presentados por los animales inoculados con la 
cepa de referencia Fiocruz L1-130. En general, se 
demostró que, aunque la cepa no produce signos 
clínicos de gravedad, sí genera cambios funcionales 
e histopatológicos en los órganos blanco similares a 
los reportados por Nally, et al., en cobayos (38) y, 
posiblemente, comparables con los reseñados por 
Arean, et al., en humanos (39).
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En el cuadro 1 se presenta una revisión compa-
rativa de la literatura científica que ilustra y 
amplía los hallazgos histopatológicos obtenidos 
tanto en el modelo en hámster como en otros 
modelos experimentales con diferentes cepas de 
Leptospira spp. (20,39-45). Entre estos hallazgos 
resaltamos los estudios en hámster y tití común 
(Callithrix jacchus) con especies patógenas de 
diferente origen y bajo diferentes protocolos de 
infección. En estas infecciones se encontraron 
lesiones pulmonares y de riñón que variaban de 
leves a graves, semejantes a las encontradas 
en el presente estudio en el modelo de hámster 
infectado con L. santarosai (40-43). Del mismo 
modo, Arean, et al., (39) en las necropsias de 
casos fatales en humanos, describieron diferentes 
grados de compromiso pulmonar, particularmente 

los caracterizados por áreas de hemorragia, 
edema y congestión alveolar, lo que se asemeja 
a lo encontrado en este estudio en el modelo de 
hámster-L. santarosai.

La capacidad invasiva de L. santarosai en los 
órganos blanco (pulmón, riñón) del hámster se 
pudo demostrar mediante la coloración de Warthin-
Starry, el aislamiento en cultivo a partir del triturado 
de estos órganos y el resultado positivo en la PCR 
lipL32. Esta capacidad invasiva se asoció a las 
alteraciones macroscópicas y microscópicas de 
estos órganos estudiados en algunos modelos 
animales (17,41). A pesar de que la recuperación 
por cultivo de Leptospira spp. en tejido pulmonar es 
difícil, la presencia de antígenos de esta bacteria 
en las lesiones del tejido pulmonar detectados por 

Cuadro 1. Revisión de los hallazgos histopatológicos en pulmón y riñón de modelos animales inoculados con diferentes 
concentraciones de cepas patógenas de Leptospira

Especie Serogrupo/serovar Cepa Modelo animal DL50/
inóculo

Hallazgo histopatológico Referencia

L. interrogans Icterohaemorrhagiae - Callithrix 
jacchus

1 x 106 Pulmón: hemorragia alveolar con 
infiltrado inflamatorio intersticial
Riñón: necrosis tubular aguda, 
nefritis intersticial

Pereira, et al., 
2005 (40)

L. interrogans Autumnalis RY21 Mesocricetus 
auratus

1 x 158 Pulmón: hemorragia alveolar con 
congestión intersticial e infiltrado 
inflamatorio moderado
Riñón: congestión glomerular y 
túbulo intersticial

Srikram, et al., 
2008 (41)

L. interrogans Icterohemorrhagiae 11437 Mesocricetus 
auratus

1 x 103 Pulmón: discreta área de neumonía 
intersticial, congestión alveolar y 
pocos focos hemorrágicos cuya 
gravedad aumenta con el tiempo

Marinho, 
et al., 2009 
(39)

L. interrogans Pomona - Mesocricetus 
auratus

1 x 102 Pulmón: edema e inflamación a 
nivel del tabique alveolar con 
hemorragia alveolar

Cao, et al., 
2011 (42)

L. interrogans Icterohaemorrhagiae L1-130 Mesocricetus 
auratus

1 x 102 Riñón: nefritis túbulo-intersticial 
de diversa gravedad

Pretre, et al., 
2011 (20)

L. borgpetersenii Ballum 4E Mesocricetus 
auratus

5,18 Pulmón: congestión y hemorragia 
de diversa gravedad
Riñón: congestión y hemorragia con 
necrosis y degeneración tubular y 
algunos casos de atrofia glomerular

Diniz, et al., 
2011 (43)

L. interrogans Icterohaemorrhagiae Verdun Mesocricetus 
auratus 

1 x 108 

(DL100)
Pulmón: edema y hemorragia 
alveolar de diversa gravedad 
Riñón: congestión difusa asociada 
con hemorragias, sin nefritis 
intersticial

Matsui, et al., 
2011 (44)

L. interrogans Icterohaemorrhagiae Lai Cavia porcellus 1 x 108 Pulmón: hemorragia alveolar
y bronquial 
Riñón: nefritis intersticial

Zhang, et al., 
2012 (45)

L. santarosai Sin determinar JET Mesocricetus 
auratus

1 x 103 Pulmón: congestión y hemorragia 
alveolar y bronquial con neumonía 
intersticial de diversa gravedad
Riñón: Congestión y glomerulonefritis 
con necrosis tubular moderada

Presente 
trabajo
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inmunohistoquímica en otros estudios (46,47) podría 
sugerir una acción directa de los microrganismos 
o sus productos en la generación de las lesiones 
típicas del síndrome de hemorragia pulmonar por 
leptospirosis. El daño en el tejido pulmonar se 
explica por dos mecanismos: la producción de 
endotoxinas por parte del microorganismo, las 
cuales median la vasculitis capilar, que es causa 
probada de la hemorragia pulmonar, o por citocinas 
producidas por el huésped como producto de la 
inducción de la respuesta inmunitaria por parte del 
patógeno; incluso, ambos podrían explicar dicho 
daño (48). En pacientes fallecidos con síndrome 
pulmonar hemorrágico por leptospirosis, se han 
encontrado depósitos de inmunoglobulinas y la 
fracción C3 del complemento en la superficie de 
los alvéolos. Además, la sobreproducción de los 
derivados del óxido nítrico explica el daño de 
los vasos sanguíneos y la infiltración celular que 
desencadena la neumonía intersticial con edema 
franco y hemorragia (49).

Se observó una respuesta de inflamación aguda 
en el pulmón de los hámsteres infectados con 
L. santarosai, con hemorragia pulmonar de 
diversa gravedad. Los resultados obtenidos en 
los diferentes tiempos después de la infección 
coinciden con lo encontrado por otros autores 
en diferentes modelos animales utilizando otras 
especies patógenas (40,48,49). Estos resultados 
también concordaron con la fisiopatología obser-
vada en los 12 casos en humanos registrados en 
Taiwán, en los cuales se demostró el compromiso 
pulmonar, renal y hepático desencadenado por 
L. santarosai. No debe olvidarse, no obstante, 
que existen diferencias entre los hallazgos en el 
modelo animal y la historia natural de la infección 
en humanos, en quienes se presentan incluso 
debido a los diferentes orígenes geográficos.

La valoración serológica mediante la prueba sero-
lógica de microaglutinación determinó que, aunque 
ambas cepas indujeron la producción de anticuerpos 
a partir del día 6 después de la infección, los títulos 
tendieron a ser mayores en algunos animales 
inoculados con la cepa JET comparados con los 
inoculados con la cepa de referencia Fiocruz L1-
130. Este hallazgo sugiere que la modulación 
de la respuesta inmunitaria está determinando la 
presentación de signos clínicos y, por consiguiente, 
la evolución final de la enfermedad (20,31,33). 

En conclusión, se identificó por primera vez en 
Colombia la presencia de la especie patógena L. 
santarosai en humanos, con una identidad de 96 a 

97 % al compararla con las secuencias reportadas 
para los genes lipL32 y 16S en el GenBank. El daño 
histopatológico en pulmón y riñón se presentó igual 
que con la cepa Fiocruz L1-130 de L. interrogans, 
de reconocida virulencia y tropismo pulmonar. Las 
alteraciones histopatológicas en la infección con 
L. santarosai fueron semejantes a las reportadas 
por otros autores en casos humanos con formas 
graves de la enfermedad (31).

Este estudio sienta las bases para evaluar el 
tratamiento y la respuesta inmunitaria de la leptos-
pirosis humana en Colombia mediante un modelo 
animal ampliamente empleado en esta infección. 
Sería pertinente, asimismo, utilizar la especie 
L. santarosai, cuyo genoma completo ya está 
establecido (50), como uno de los componentes 
para el desarrollo de futuras vacunas de potencial 
utilidad en el medio local.
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