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comunicación breve

caracterización biológica de dos aislados de Leptospira spp.
procedentes de pacientes colombianos con síndrome de Weil

Biological characterization of two isolates of Leptospira spp.
from Colombian patients with Weil´s syndrome
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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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ReSumen

Se describe la dinámica de la infección experimental en el modelo hámster de dos aislados de Leptospira spp. recuperados de 
pacientes con síndrome de Weil, procedentes de poblaciones Antioqueñas. La infección experimental se realizó mediante 
inoculación intraperitoneal de los aislados en hámsteres juveniles. La evaluación de marcadores de función hepática y 
renal, además de un reactante de fase aguda de inflamación, se realizó en dos momentos postinfección. A los 18 días 
postinoculación se establece el punto final, colectando sangre y realizando la necropsia, tomando tejido de hígado, riñón 
y pulmón, para cultivo en EMJH y en formol tamponado para estudio histopatológico. Los resultados de las pruebas de 
función renal, hepática y la proteína C reactiva fueron variables, y aunque mostraron ligeros aumentos no se correlacionó 
con la presencia de signos clínicos; sin embargo, en la histopatología se tiene la expectativa de evidenciar algún cambio 
importante, ya que se obtuvo crecimiento bacteriano a partir del cultivo de riñón e hígado en algunos de los animales. Los 
resultados de la evaluación de la virulencia a través de la determinación de la dosis letal 50 sugiere que los dos aislados 
eran poco virulentos o habían perdido virulencia quizás debido a los pases sucesivos in vitro a que se sometieron antes de 
inocularlos en los animales.
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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 in vitro 
before inoculation of  the animals.

Key words

Animal model. Histopathology. Lethal Dose 50. 
Leptospira. Leptospirosis. 

IntROduccIÓn

La leptospirosis se considera una de las zoonosis más 
extendidas en todo el mundo. La infección se produ-
ce por especies patógenas del género Leptospira, un 
grupo diverso de 17 especies entre las que se encuen-
tran especies patógenas para humanos y hospederos 
susceptibles, y especies saprófitas 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).1,2,3,4

En su forma más común, la leptospirosis se ma-
nifiesta como un síndrome febril indiferenciado, anic-
térico, de comienzo súbito y que no requiere gene-
ralmente tratamiento específico. En algunos casos se 
presentan manifestaciones clínicas severas con icteri-
cia progresiva, hemorragias de curso variable e insu-
ficiencia renal, constituyendo la enfermedad de Weil, 
clásicamente conocida como la forma grave de la en-
fermedad y potencialmente fatal en 10% a 15% de los 
casos. La falla multiorgánica es la consecuencia de una 
respuesta sistémica a la infección (síndrome 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 síndrome de Weil, no se conoce el comportamien-
to de los aislados procedentes de pacientes colombia-
nos; además, se desconoce su virulencia y patogenici-
dad. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar 
la dinámica de infección de aislados de Leptospira spp., 
recuperados de humanos con síndrome de Weil, en 

el modelo hámster (Mesocricetus auratus) con lo cual se 
estudia la dinámica del proceso de infección, a través 
de la valoración de patrones de química clínica y alte-
raciones histopatológicas en los principales órganos 
blanco de la infección por Leptospira. 

mateRIaLeS y métOdOS

Cepas de Leptospira y cultivo: los dos aislados de Leptos-
pira spp. se obtuvieron a partir de pacientes Antioque-
ños (gentilicio de una región de Colombia), con sinto-
matología renal asociada a la presentación de síndrome 
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 líquido 
EMJH (Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris, Becton-
Dickinson-Biosciences) suplementado con 10% de medio 
de enriquecimiento comercial (Becton-Dickinson-Bioscien-
ces) e incubados entre 26°C y 30°C en condiciones de 
aerobiosis.6 Con el propósito de tener un control de 
virulencia para fines de comparación de datos se usó 
la cepa de referencia Leptospira interrogans serogrupo Ic-
terohaemorrhagiae serovar. Copenhageni cepa L1130 
donada por la Fundación FIOCRUZ, Brasil.

CaraCterizaCión moleCular 
de aislados Colombianos de Leptospira
Se realizó tipificación molecular de serovariedades pa-
tógenas, según la prueba de PCR descrita por Levett 
et al., 20057 y modificada por Moreno y Agudelo (en 
proceso de publicación). Se amplificó el gen LipL32 
que codifica para la lipoproteína del mismo nombre, la 
cual se encuentra en especies patógenas de Leptospira. 
Las secuencias de los cebadores o iniciadores usados 
son: LipL32/270F (CGCTGAAATGGGAGTTCG-
TATGATT) y LipL32/692R (CCAACAGATGCA-
ACGAAAGATCCTTT). Estos iniciadores amplifican 
un segmento de 423 bp entre las posiciones 270 y 692. 

Los productos de amplificación se secuenciaron 
por métodos estándares en el laboratorio de referencia 
de Fiocruz, Brasil. Los datos de las secuencias nucleotí-
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.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/
genom_table.cgi) para determinar la similitud de la se-
cuencia obtenida con la secuencia de la especie patóge-
na reportada en GenBank. 
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CaraCterizaCión de la virulenCia

en modelo experimental

inFeCCión experimental

Se utilizaron, como reactivos biológicos, machos y 
hembras de hámster Sirio dorado (Mesocricetus aureatus), 
de 55 a 70 g de peso, los cuales fueron infectados in-
traperitonealmente y monitorizados diariamente para 
evaluar signos clínicos de enfermedad, que incluían 
hemorragia externa, pelo erizado, deshidratación, dis-
minución de la actividad y aislamiento.

estimaCión de la dosis letal media en Hámster

Se estimó cuantitativamente la virulencia de cada aisla-
do en el modelo hámster Sirio dorado (Mesocricetus au-
reatus) mediante la determinación de la dosis letal media 
(DL50) según la metodología propuesta por Fajardo y 
col.8 Los animales control negativo fueron inoculados 
con los mismos volúmenes de medio EMJH estéril. 
Todos los aislados se evaluaron en tres experimentos 
independientes. El cálculo de la DL50 para cada cepa se 
realizó mediante el método de Reed y Muench.9

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 (día 18 p.i.), se les realizó la eutanasia, inyec-
tándoles anestésico y llevándolos luego a la cámara de 
CO2. Se hace una descripción macroscópica del estado 
de los órganos (pulmón, hígado y riñones) y se realizan 
los cortes de tejido, una porción en formol tamponado 
y otra para macerar y sembrar en medio líquido EMJH 
libre de antibióticos.

análisis HistológiCo

Los cortes de hígado, riñón y pulmón conservados en 
formol tamponado se procesaron por técnicas histo-
lógicas convencionales. Se hizo Hematoxilina Eosina 
(H-E) para determinar cambios histopatológicos y adi-
cionalmente coloración de Warthin Starry (W-S) para 
ver formas compatibles con Leptospira spp. en tejidos.10

análisis de parámetros de químiCa ClíniCa

La sangre obtenida por punción cardíaca, previo su-
ministro de anestesia de los animales, fue centrifuga-
da a 15.000 RPM. El suero fue conservado en conge-
lación a -20°C, hasta el momento del procesamiento 
en el Laboratorio de Veterinaria y Zootecnia de la 
Universidad CES, para la evaluación de: proteína C 

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

ConsideraCiones étiCas

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

ReSuLtadOS

Casos ClíniCos que dieron origen a
las Cepas de Leptospira Colombianas

Cepa aim
Se obtuvo del cultivo positivo de un paciente de sexo 
masculino de 44 años, procedente de Medellín, con 
tres días de evolución de malestar general, prurito 

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

Gel de agarosa al 1,5% teñido con SYBR Green I, en el cual se 
muestra el producto de la amplificación con primers descritos 
por Levett como específicos de cepas patógenas. Línea 1, 
marcadores de tamaño molecular (50 bp). Línea 2, control 
positivo de la reacción de PCR; ADN aislado a partir de cultivo 
de L. interrogans serogrupo Icterohaemorrhagiae. Línea 3, 
producto de amplificación a partir de cultivo de L. biflexa. Línea 
4, producto de PCR obtenido de cultivo de L. interrogans AIM. 
Línea 5, producto de PCR obtenido de cultivo de L. interrogans 
JET. Línea 6, control negativo de la reacción de PCR.

1 2 3 4 5 6

423pb
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ocular, tos persistente, ictericia y sin signos de irrita-
ción meníngea. El paciente refirió que siete días antes 
estuvo realizando actividades de canotaje en la región 
de Fredonia, Antioquia.

Cepa Jet
Se obtuvo del cultivo positivo de un paciente de 
sexo masculino de 13 años, procedente de Aparta-
dó, con tres días de evolución de malestar general, 
prurito ocular, con inyección conjuntival importan-
te y conjuntiva tarsal empedrada; además, habones 
(“ronchas”) perioculares y sin signos de irritación 
meníngea. 

CaraCterizaCión moleCular de

aislados Colombianos de Leptospira
Mediante la prueba de tipificación molecular por 
PCR, utilizando como blanco de amplificación el gen 
LipL32, se encontró que ambos aislados correspondie-
ron a cepas patógenas. Se encontró que las secuencias 
fueron compatibles con L.interrogans (figuras 1 y 2). 

CaraCterizaCión de la virulenCia

en modelo experimental

inFeCCión experimental y estimaCión

de la dosis letal media en Hámster 
Ninguno de los animales inoculados con los aislados 
de pacientes con síndrome de Weil presentó signos 
clínicos de enfermedad. Debido a que los aislados no 
llevaron a la letalidad en el modelo hámster no se de-
terminó la dosis letal 50 de los aislados colombianos. 

Frente a este resultado se decidió 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 (dilución 1:10 del 
inóculo alto, visualizándose 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-

Figura 2. Caracterización molecular de aislados colombianos
de Leptospira, secuencia del producto de PCR LipL32.

Modificado de: Macrogen Advancing through Genomics.
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tabla 1. Resultados de las pruebas de respuesta inflamatoria (PCR) y del perfil renal al día 5 y 18
postinfección de hámster inoculados con dos cepas colombianas de Leptospira spp.

Prueba/ Hámster PcR (mg/dL) creatinina (mg/dL) bun (mg/dL) urea (mg/dL)

Valor referencia 0 – 8 0.3 – 1 12 – 25 10 -40

Días postinfección 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 3,3 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 8,4 1,0 0,24 0,33 18,0 38,4 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 5,9 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 3,3 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 inóculo alto. H2: animal con inóculo bajo. H3: animal inoculado con suspensión 
a partir de los animales H1-H2. -: no se pudo hacer la determinación. AIM: aislado de paciente AIM. JET: aislado de paciente JET.

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

Al quinto día p.i. se realizó punción cardíaca, pre-
via aplicación de anestesia, para toma de sangre para 
pruebas bioquímicas; además, se hizo una suspensión 
diluyendo en 0,6 mL de solución salina fisiológica es-
téril, 0,2 mL de sangre total de cada uno de los dos 
hámster inoculados por aislado; esta suspensión se 
aplicó vía intraperitoneal en otro hámster, para, de 
esta manera, determinar si habían cambios en la reac-
tivación 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 
correspondió a los animales inoculados con la cepa 
de L. interrogans serogrupo Icterohaemorrhagiae pre-
sentaron pérdida de la constitución corporal, aparien-

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

resultados de la neCropsia, análisis HistológiCo

y reCuperaCión de Leptospira por Cultivo

En la evaluación macroscópica durante la necropsia 
se observó que el hígado, los riñones y los pulmones 
tenían apariencia normal. Sin embargo, los cultivos 
que se realizaron a partir de hígado y riñón, en algu-
nos de los animales, permitieron la recuperación de la 
bacteria. Se encuentran en fase de procesamiento los 
registros histopatológicos, con los cuales se pretende 
establecer las características de la colonización en los 
tejidos estudiados.

análisis de parámetros de químiCa ClíniCa

Los resultados de los parámetros de respuesta infla-
matoria, como la proteína C reactiva muestra, en la 
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mayoría de los animales, un ligero aumento al 5 día p.i 
con una baja significativa al día 18 p.i. En cuanto a las 
pruebas del perfil hepático y renal hubo variabilidad 
en los mismos y a pesar de encontrar algunos valores 
por fuera de los rangos de referencia, que nos indican 
afectación tanto hepática como renal, no se observa 
una tendencia significativa durante la evolución del 
proceso de infección en la mayoría de los animales 
(tabla 1 y 2).

dIScuSIÓn

La tipificación molecular de los dos aislados de Leptos-
pira spp., originalmente aislados de humanos, permite 

tabla 2. Resultados de las pruebas del perfil hepático al día 5 y 18 postinfección
de hámster inoculados con dos cepas colombianas de Leptospira spp.

Prueba/Hámster bilirrubina total
(mg/dL)

bilirrubina conjugada
(mg/dL)

aLt
(uI/L)

F. alcalina
(uI/L)

aSt
(uI/L)

Valor de referencia 0,2 – 0,8 0 – 0,25 25 – 70 60 – 250 28 - 140

Días postinfección 5 18 5 18 5 18 5 18 5 18

Control negativo 0,4 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 0,4 0,3 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 inóculo alto. H2: animal con inóculo bajo. H3: animal inoculado con suspensión 
a partir de los animales H1-H2. -: no se pudo hacer la determinación. AIM: aislado de paciente AIM. JET: aislado de paciente JET.

demostrar su capacidad patogénica al ser caracteriza-
dos por la amplificación del gen LipL32 encontrado 
sólo en especies patógenas del género. Adicionalmen-
te, el análisis de su secuencia las ubican dentro de la 
especie L. interrogans, hecho epidemiológicamente im-
portante, porque permite aproximarse a conocer las 
cepas que circulan en nuestro medio y a la caracteriza-
ción de la enfermedad en Colombia.

Dada la ausencia de signos clínicos característi-
cos de enfermedad por Leptospira en el modelo expe-
rimental hámster, se evidencia una disminución de la 
virulencia de las cepas, ya que previo a su utilización 
se sometieron a repiques continuos en cultivo in vitro 
para su mantenimiento; este hecho se ha documen-
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tado previamente en estudios de producción de va-
cunas contra la leptospirosis.15,16 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-
vitalización mediante pases sucesivos en este modelo 
para reactivación de la virulencia de las cepas. Sin 
embargo, al hacer el análisis de los resultados de los 
biomarcadores de química clínica, observamos que a 
pesar de no presentar signos evidentes de enferme-
dad, los hallazgos paraclínicos muestran alteraciones 
funcionales que aunque no muy marcadas, en hígado 
y riñón, 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 macroscópicos 
y  deben ser confirmados con los estudios histo-
patológicos que aún se encuentran pendientes. En 
general, estos hallazgos demuestran que aunque las 
cepas no pierden capacidad invasiva, sí puede dis-
minuirse su virulencia, lo cual permite la adaptación 
al modelo experimental animal, un hospedero con 
susceptibilidad reconocida.

cOncLuSIOneS y PeRSPectIVaS

La caracterización molecular de los aislados colombia-
nos nos permitió establecer la potencialidad patogénica 
de estos. Basados en los análisis del gen LipL32, marca-
dor molecular de especies patógenas, concluimos que 
los aislados corresponden a L. interrogans. 

Se evidencia en el modelo experimental hámster 
que los aislados colombianos presentan tropismo y 
colonización a hígado y riñones, que es lo que ocurre 
de forma característica en el síndrome de Weil clásico. 

Es necesario llevar a cabo un protocolo de revita-
lización de los aislados colombianos para recuperar la 
virulencia y realizar estudios de caracterización inmu-
nológica e histopatológica.

Este estudio experimental, que se encuentra en 
desarrollo y construcción, pretende, como propósito 
final, determinar la respuesta inmune en hámsteres 
infectados con L. interrogans durante la etapa aguda 
de la enfermedad y determinar la inmunopatología 
de la enfermedad en este modelo susceptible, lo cual 
será útil para la evaluación de vacunas y la respuesta 

a distintos tratamientos más allá de la descripción 
clínica y patológica. 
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