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Caracterizacion bioldgica de dos aislados de Leptospira spp.
procedentes de pacientes colombianos con sindrome de Weil

Biological characterization of two isolates of Leptospira spp.
from Colombian patients with Weil’s syndrome
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RESUMEN

Se describe la dinamica de la infeccion experimental en el modelo hamster de dos aislados de Lepfospira spp. recuperados de
pacientes con sindrome de Weil, procedentes de poblaciones Antioquefias. La infeccién experimental se realizé6 mediante
inoculacién intraperitoneal de los aislados en hamsteres juveniles. La evaluacién de marcadores de funcién hepatica y
renal, ademas de un reactante de fase aguda de inflamacién, se realiz6 en dos momentos postinfeccion. A los 18 dfas
postinoculacion se establece el punto final, colectando sangre y realizando la necropsia, tomando tejido de higado, rifién
y pulmén, para cultivo en EMJH y en formol tamponado para estudio histopatolégico. Los resultados de las pruebas de
funcién renal, hepatica y la proteina C reactiva fueron variables, y aunque mostraron ligeros aumentos no se correlaciond
con la presencia de signos clinicos; sin embargo, en la histopatologia se tiene la expectativa de evidenciar algin cambio
importante, ya que se obtuvo crecimiento bacteriano a partir del cultivo de rifién e higado en algunos de los animales. Los
resultados de la evaluacion de la virulencia a través de la determinacién de la dosis letal 50 sugiere que los dos aislados
eran poco virulentos o habfan perdido virulencia quizas debido a los pases sucesivos 7z vitro a que se sometieron antes de

inocularlos en los animales.
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ABSTRACT

The dynamics of experimental infection in a hamster
model are described for two Leptospira spp. isolates,
recovered from patients with Weil’s syndrome from
towns in Antioquia. Experimental infection was
performed by intraperitoneal inoculation of juvenile
hamsters. The evaluation of markers of liver and

kidney function as well as an acute phase reactant was
performed at two time points post-infection. At 18
days post-inoculation the end point was set, blood was
collected and an autopsy was performed, taking tissue
from liver, kidney and lung for cultivation in EMJH and
buffered formalin for histopathological studies. The
results of tests for renal function, liver and C-reactive
protein were variable, and even though they showed
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slight increases they were not correlated with the
presence of clinical signs; however, at the histopathology
level one might expect significant changes, since growth
was obtained from the cultivation of kidney and liver in
some animals. The results of the evaluation of virulence
by determining the lethal dose 50 suggests that the two
isolates were of low virulence or that virulence had
been lost perhaps due to the successive passes 7 vitro
before inoculation of the animals.
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Animal model. Histopathology. Lethal Dose 50.
Leptospira. Leptospirosis.

INTRODUCCION

La leptospirosis se considera una de las zoonosis mas
extendidas en todo el mundo. La infecciéon se produ-
ce por especies patdgenas del género Leprospira, un
grupo diverso de 17 especies entre las que se encuen-
tran especies patégenas para humanos y hospederos
susceptibles, y especies saproéfitas que pueden man-
tenerse en el ambiente. Los humanos la adquieren a
través del contacto directo o indirecto de la piel o
mucosas con la orina de animales infectados, ya sean
silvestres (roedores, murciélagos) o domésticos (bo-
vinos, equinos, porcinos, caninos).h>*4

En su forma més comun, la leptospirosis se ma-
nifiesta como un sindrome febril indiferenciado, anic-
térico, de comienzo subito y que no requiere gene-
ralmente tratamiento especifico. En algunos casos se
presentan manifestaciones clinicas severas con icteri-
cia progresiva, hemorragias de curso variable e insu-
ficiencia renal, constituyendo la enfermedad de Weil,
clasicamente conocida como la forma grave de la en-
fermedad y potencialmente fatal en 10% a 15% de los
casos. La falla multiorganica es la consecuencia de una
respuesta sistémica a la infeccién (sindrome de sepsis).

A pesar de los estudios realizados en algunos mo-
delos animales sobre patogenicidad y virulencia de
aislados de Leptospira, procedentes de casos humanos
con sindrome de Weil, no se conoce el comportamien-
to de los aislados procedentes de pacientes colombia-
nos; ademas, se desconoce su virulencia y patogenici-
dad. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar
la dinimica de infeccidn de aislados de Leptospira spp.,
recuperados de humanos con sindrome de Weil, en

el modelo hamster (Mesocricetns anratus) con lo cual se
estudia la dindmica del proceso de infeccion, a través
de la valoracion de patrones de quimica clinica y alte-
raciones histopatolédgicas en los principales 6rganos
blanco de la infeccién por Leptospira.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de Leptospiray cultivo: los dos aislados de Lepros-
pira spp. se obtuvieron a partir de pacientes Antioque-
fios (gentilicio de una regién de Colombia), con sinto-
matologfa renal asociada a la presentacion de sindrome
de Weil. Los aislados se mantuvieron en repiques con-
tinuos cada dos semanas durante, aproximadamente, 6
a 8 meses. Los cultivos se realizaron en medio liquido
EMJH  (Elinghansen-McCullongh-Johnson-Harris, Becton-
Dickinson-Biosciences) suplementado con 10% de medio
de enriquecimiento comercial (Becton-Dickinson-Bioscien-
¢es) e incubados entre 26°C y 30°C en condiciones de
acrobiosis.® Con el propdsito de tener un control de
virulencia para fines de comparacién de datos se usé
la cepa de referencia Leptospira interrogans serogrupo lc-
terohaemorrhagiae serovar. Copenhageni cepa L1130
donada por la Fundaciéon FIOCRUZ, Brasil.

CARACTERIZACION MOLECULAR
DE AISLADOS COLOMBIANOS DE Leptospira
Se realizé tipificacion molecular de serovariedades pa-
tégenas, segun la prueba de PCR descrita por Levett
et al., 2005” y modificada por Moreno y Agudelo (en
proceso de publicacién). Se amplificé el gen Lipl.32
que codifica para la lipoproteina del mismo nombre, la
cual se encuentra en especies patdgenas de Leptospira.
Las secuencias de los cebadores o iniciadores usados
son: Lipl.32/270F (CGCTGAAATGGGAGTTCG-
TATGATT) y LipL32/692R (CCAACAGATGCA-
ACGAAAGATCCTTT). Estos iniciadores amplifican
un segmento de 423 bp entre las posiciones 270 y 692.
Los productos de amplificacién se secuenciaron
por métodos estandares en el laboratorio de referencia
de Fiocruz, Brasil. Los datos de las secuencias nucleoti-
dicas se analizaron y se compararon con las secuencias
disponibles en las bases de datos de GenBank (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando la herramienta “ge-
nomic BLAST” (http://www.ncbinlm.nih.gov/sutils/
genom_table.cgi) para determinar la similitud de la se-
cuencia obtenida con la secuencia de la especie patoge-
na reportada en GenBank.
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CARACTERIZACION DE LA VIRULENCIA
EN MODELO EXPERIMENTAL

INFECCION EXPERIMENTAL

Se utilizaron, como reactivos biologicos, machos y
hembras de hamster Sirio dorado (Mesocricetus aureatus),
de 55 a 70 g de peso, los cuales fueron infectados in-
traperitonealmente y monitorizados diariamente para
evaluar signos clinicos de enfermedad, que inclufan
hemorragia externa, pelo erizado, deshidratacion, dis-
minucién de la actividad y aislamiento.

ESTIMACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA EN HAMSTER

Se estimé cuantitativamente la virulencia de cada aisla-
do en el modelo hamster Sirio dorado (Mesocricetus an-
reatns) mediante la determinacion de la dosis letal media
(DL, segin la metodologfa propuesta por Fajardo y
col.® Los animales control negativo fueron inoculados
con los mismos volumenes de medio EMJH estéril.
Todos los aislados se evaluaron en tres experimentos
independientes. El calculo de la DL para cada cepa se
realiz6 mediante el método de Reed y Muench.’

PROCEDIMIENTO DE LA NECROPSIA

Los animales que se encontraban en condiciones preca-
rias de salud o que llegaban al punto final de los expe-
rimentos (dia 18 p.i.), se les realizé la eutanasia, inyec-
tandoles anestésico y llevandolos luego a la cimara de
CO,. Se hace una descripcion macroscopica del estado
de los 6rganos (pulmén, higado y rifiones) y se realizan
los cortes de tejido, una porcién en formol tamponado
y otra para macerar y sembrar en medio liquido EMJH
libre de antibi6ticos.

ANALISIS HISTOLOGICO

Los cortes de higado, rifidén y pulmédn conservados en
formol tamponado se procesaron por técnicas histo-
logicas convencionales. Se hizo Hematoxilina Eosina
(H-E) para determinar cambios histopatolégicos y adi-
cionalmente coloraciéon de Warthin Starry (W-S) para
ver formas compatibles con Leptospira spp. en tejidos.”

ANALISIS DE PARAMETROS DE QUIMICA CLINICA

La sangre obtenida por puncién cardiaca, previo su-
ministro de anestesia de los animales, fue centrifuga-
daa 15.000 RPM. El suero fue conservado en conge-
lacién a -20°C, hasta el momento del procesamiento
en el Laboratorio de Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad CES, para la evaluacién de: proteina C

Gel de agarosa al 1,5% tefido con SYBR Green |, en el cual se
muestra el producto de la amplificacién con primers descritos
por Levett como especificos de cepas patdgenas. Linea 1,
marcadores de tamano molecular (50 bp). Linea 2, control
positivo de la reaccion de PCR; ADN aislado a partir de cultivo
de L. interrogans serogrupo Icterohaemorrhagiae. Linea 3,
producto de amplificacion a partir de cultivo de L. biflexa. Linea
4, producto de PCR obtenido de cultivo de L. interrogans AIM.
Linea 5, producto de PCR obtenido de cultivo de L. interrogans
JET. Linea 6, control negativo de la reaccién de PCR.

Figura 1. Caracterizacion molecular de aislados
colombianos de Leptospira, producto de PCR LipL32.

reactiva, creatinina, urea, nitrégeno ureico en sangre,
fosfatasa alcalina, transaminasas (ALT/GPT-AST/
GOT) y bilirrubina total y conjugada.

CONSIDERACIONES ETICAS

Este proyecto y todos los experimentos en los anima-
les fueron aprobados por el Comité de Etica Animal
de la SIU (sede de Investigacion Universitaria, Univer-
sidad de Antioquia).

RESULTADOS

CAsOS CLINICOS QUE DIERON ORIGEN A
LAS CEPAS DE Leptospira COLOMBIANAS

Cepa AIM

Se obtuvo del cultivo positivo de un paciente de sexo
masculino de 44 afios, procedente de Medellin, con
tres dias de evoluciéon de malestar general, prurito
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Figura 2. Caracterizacién molecular de aislados colombianos
de Leptospira, secuencia del producto de PCR LipL32.

ocular, tos persistente, ictericia y sin signos de irrita-
cién meningea. El paciente refirié que siete dias antes
estuvo realizando actividades de canotaje en la regién
de Fredonia, Antioquia.

Cepa JET

Se obtuvo del cultivo positivo de un paciente de
sexo masculino de 13 anos, procedente de Aparta-
dé, con tres dias de evolucién de malestar general,
prurito ocular, con inyeccidén conjuntival importan-
te y conjuntiva tarsal empedrada; ademas, habones
(“ronchas”) perioculares y sin signos de irritacion
meningea.

CARACTERIZACION MOLECULAR DE

AISLADOS COLOMBIANOS DE Leptospira

Mediante la prueba de tipificacién molecular por
PCR, utilizando como blanco de amplificacion el gen
LipL32, se encontrd que ambos aislados correspondie-
ron a cepas patégenas. Se encontrd que las secuencias
fueron compatibles con L.interrogans (figuras 1y 2).

CARACTERIZACION DE LA VIRULENCIA
EN MODELO EXPERIMENTAL

INFECCION EXPERIMENTAL Y ESTIMACION
DE LA DOSIS LETAL MEDIA EN HAMSTER
Ninguno de los animales inoculados con los aislados
de pacientes con sindrome de Weil present6 signos
clinicos de enfermedad. Debido a que los aislados no
llevaron a la letalidad en el modelo hamster no se de-
terminé la dosis letal 50 de los aislados colombianos.
Frente a este resultado se decidié llevar a cabo un
ensayo por duplicado, en el cual se inocularon dos
animales por aislado, uno con dosis alta, equivalen-
te al 0,5 de la escala de MacFarland (incontables al
hacer la lectura en microscopio de luz marca Nikon
con condensador de campo oscuro y con aumen-
to de 40X) y otro con dosis baja (dilucién 1:10 del
inéculo alto, visualizandose de 13 a 15 bacterias por
campo, con condensador de campo oscuro y con
aumento de 40X). Igualmente y como control nega-
tivo, se inocularon dos animales con medio EMJH
estéril y como control positivo de virulencia se ino-
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Tabla 1. Resultados de las pruebas de respuesta inflamatoria (PCR) y del perfil renal al dia 5y 18
postinfeccion de hamster inoculados con dos cepas colombianas de Leptospira spp.

Prueba/ Hamster PCR (mg/dL) Creatinina (mg/dL) BUN (mg/dL) Urea (mg/dL)

Valor referencia 0-8 03-1 12-25 10-40

Dias postinfeccion 5 18 5 18 5 18 5 18
Control negativo 0,3 0,8 0,3 0,6 14,2 16,5 12,00 16,05
1-H-AIM-1 33 0,8 0,38 0,34 28,4 21,4 60,78 45,80
1-H-AIM-2 12,7 1,5 0,33 0,36 28,0 23,6 59,92 50,50
1-H-AIM-3 84 1,0 0,24 0,33 18,0 384 38,52 82,18
2-H-AIM-1 2,6 1,5 0,06 0,32 5,7 21,5 12,20 46,01
2-H-AIM-2 2,7 3,7 0,02 0,32 59 22,5 12,63 48,15
2-H-AIM-3 3,6 2,3 0,03 0,39 6,4 24,7 18,60 52,86
1-H-JET-1 3,6 0,3 0,14 0,28 22,9 23,7 49,01 50,72
1-H-JET-2 2,6 1,7 0,12 0,33 3,2 18,7 6,85 40,02
1-H-JET-3 6,0 2,7 0,18 0,27 19,6 19,5 41,94 41,73
2-H-JET-1 1,7 2,8 0,05 0,30 5,6 21,5 11,98 46,01
2-H-JET-2 33 2,9 0,18 0,33 19,6 19,8 41,94 42,37
2-H-JET-3 2,3 2,1 0,2 0,39 14,6 25,1 33,48 53,71

1: primer ensayo. 2: segundo ensayo. H1: animal con in6culo alto. H2: animal con indculo bajo. H3: animal inoculado con suspensiéon
a partir de los animales H1-H2. -: no se pudo hacer la determinacién. AIM: aislado de paciente AIM. JET?: aislado de paciente JET.

cularon dos animales con la cepa de referencia Lepros-
pira interrogans serogrupo Icterohaemorrhagie serovar.
Copenhageni (donada por Fiocruz, Brasil).

Al quinto dfa p.i. se realizé puncion cardiaca, pre-
via aplicacién de anestesia, para toma de sangre para
pruebas bioquimicas; ademas, se hizo una suspension
diluyendo en 0,6 mL de solucién salina fisiol6gica es-
téril, 0,2 mL de sangre total de cada uno de los dos
hamster inoculados por aislado; esta suspension se
aplicé via intraperitoneal en otro hamster, para, de
esta manera, determinar si habfan cambios en la reac-
tivacion de la virulencia.

Ninguno de los tres animales inoculados para
cada uno de los aislados presentaron signos evidentes
de enfermedad; mientras que el control positivo que
correspondi6 a los animales inoculados con la cepa
de L. interrogans serogrupo Icterohaemorrhagiae pre-
sentaron pérdida de la constitucién corporal, aparien-

cia ictérica de sus mucosas y deshidratacion severa;
estos murieron antes del dia 5 p.i.

RESULTADOS DE LA NECROPSIA, ANALISIS HISTOLOGICO

Y RECUPERACION DE Leptospira POR CULTIVO

En la evaluacién macroscépica durante la necropsia
se observé que el higado, los rifiones y los pulmones
tenfan apariencia normal. Sin embargo, los cultivos
que se realizaron a partir de higado y rifién, en algu-
nos de los animales, permitieron la recuperacion de la
bacteria. Se encuentran en fase de procesamiento los
registros histopatologicos, con los cuales se pretende
establecer las caracteristicas de la colonizacion en los
tejidos estudiados.

ANALISIS DE PARAMETROS DE QUIMICA CLINICA
Los resultados de los parametros de respuesta infla-
matoria, como la proteina C reactiva muestra, en la
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Tabla 2. Resultados de las pruebas del perfil hepéatico al dia 5y 18 postinfeccién
de hamster inoculados con dos cepas colombianas de Leptospira spp.

Prueba/Hamster Bilirrubina total Bilirrubina conjugada ALT F. Alcalina AST
(mg/dL) (mg/dL) (UI/L) (UI/L) (UI/L)

Valor de referencia 02-038 0-0,25 25-70 60 - 250 28-140
Dias postinfeccion 5 18 5 18 5 18 5 18 5 18
Control negativo 04 0,6 0,1 0,15 34 48 88 120 47 68
1-H-AIM-1 0,9 0,7 0,5 0,3 72 142 193 184 = 168
1-H-AIM-2 4,1 0,5 2,1 0,2 209 67 70 354 = 79
1-H-AIM-3 0,8 0,5 0,4 0,3 64 52 142 173 56 66
2-H-AIM-1 0,5 04 03 0,2 19 68 113 | 363 22 64
2-H-AIM-2 0,3 1,1 0,1 0,9 16 55 132 153 12 40
2-H-AIM-3 0,5 0,7 0,2 0,4 15 79 124 | 325 26 71
1-H-JET-1 1,2 0,5 0,7 0,2 63 55 243 230 = 28
1-H-JET-2 0,3 0,8 0,2 0,5 20 90 85 262 18 72
1-H-JET-3 0,8 0,4 0,2 0,2 54 50 240 205 30 21
2-H-JET-1 0,5 0,6 0,3 0,3 21 62 70 182 23 72
2-H-JET-2 0,9 0,6 0,4 0,2 69 54 230 197 = 30
2-H-JET-3 0,8 0,9 0,3 0,5 22 91 125 232 26 312

1: primer ensayo. 2: segundo ensayo. H1: animal con in6culo alto. H2: animal con in6culo bajo. H3: animal inoculado con suspension

a partir de los animales H1-H2. -: no se pudo hacer la determinaciéon. AIM: aislado de paciente AIM. JET: aislado de paciente JET.

mayorifa de los animales, un ligero aumento al 5 dfa p.i
con una baja significativa al dia 18 p.i. En cuanto a las
pruebas del perfil hepatico y renal hubo variabilidad
en los mismos y a pesar de encontrar algunos valores
port fuera de los rangos de referencia, que nos indican
afectacion tanto hepatica como renal, no se observa
una tendencia significativa durante la evolucién del
proceso de infeccién en la mayoria de los animales

(tabla 1y 2).

DISCUSION

La tipificacién molecular de los dos aislados de Lepzos-
pira spp., originalmente aislados de humanos, permite

demostrar su capacidad patogénica al ser caracteriza-
dos por la amplificacién del gen Lipl.32 encontrado
solo en especies patégenas del género. Adicionalmen-
te, el anlisis de su secuencia las ubican dentro de la
especie L. interrggans, hecho epidemiolégicamente im-
portante, porque permite aproximarse a conocer las
cepas que circulan en nuestro medio y a la caracteriza-
cién de la enfermedad en Colombia.

Dada la ausencia de signos clinicos caracteristi-
cos de enfermedad por Leptospira en el modelo expe-
rimental hamster, se evidencia una disminucion de la
virulencia de las cepas, ya que previo a su utilizacién
se sometieron a repiques continuos en cultivo 7 vitro
para su mantenimiento; este hecho se ha documen-
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tado previamente en estudios de produccion de va-
cunas contra la leptospirosis.”' Por el hecho de ser
la primera vez que se usan aislados colombianos en
un modelo experimental, en los que se desconoce su
virulencia, se plantea llevar a cabo un proceso de re-
vitalizacién mediante pases sucesivos en este modelo
para reactivacion de la virulencia de las cepas. Sin
embargo, al hacer el analisis de los resultados de los
biomarcadores de quimica clinica, observamos que a
pesar de no presentar signos evidentes de enferme-
dad, los hallazgos paraclinicos muestran alteraciones
funcionales que aunque no muy marcadas, en higado
y rifién, demuestran la capacidad patogénica de los
aislados. Adicionalmente, los cultivos positivos que
se obtuvieron a partir de estos tejidos en algunos
animales se pueden asociar directamente con los
cambios encontrados en los estudios macroscopicos
y deben ser confirmados con los estudios histo-
patolégicos que aun se encuentran pendientes. En
general, estos hallazgos demuestran que aunque las
cepas no pierden capacidad invasiva, si puede dis-
minuirse su virulencia, lo cual permite la adaptacion
al modelo experimental animal, un hospedero con
susceptibilidad reconocida.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La caracterizacion molecular de los aislados colombia-
nos nos permitié establecer la potencialidad patogénica
de estos. Basados en los analisis del gen Lipl.32, marca-
dor molecular de especies patdgenas, concluimos que
los aislados corresponden a L. znterrogans.

Se evidencia en el modelo experimental hamster
que los aislados colombianos presentan tropismo y
colonizacién a higado y rifiones, que es lo que ocurre
de forma caracteristica en el sindrome de Weil clasico.

Es necesatio llevar a cabo un protocolo de revita-
lizacién de los aislados colombianos para recuperar la
virulencia y realizar estudios de caractetizaciéon inmu-
noldgica e histopatolégica.

Este estudio experimental, que se encuentra en
desarrollo y construccién, pretende, como propésito
final, determinar la respuesta inmune en hamsteres
infectados con L. zntferrogans durante la etapa aguda
de la enfermedad y determinar la inmunopatologia
de la enfermedad en este modelo susceptible, lo cual
sera util para la evaluacién de vacunas y la respuesta

a distintos tratamientos mas alld de la descripcion
clinica y patoldgica.
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