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Resumen

Se realiz6 un estudio observacional de corte transversal descriptivo durante el

periodo enero/2018 a junio/2019, utilizando PCR en tiempo real cuantitativa.

En el presente trabajo se compardé la carga bacteriana de infeccion por
leptospiras patdgenas detectadas en higado, rifion y pulmén de cubanos
fallecidos por leptospirosis, se relacionaron variables clinicas de los fallecidos
por leptospirosis con la positividad y la carga bacteriana en los 6rganos
estudiados y se describieron los dafios histopatolégicos en muestras de higado,
rinon y pulmon infectados por leptospiras asi como su relacion con la carga

bacteriana.

Fueron estudiadas 99 muestras de tejidos de pulmén, higado y rifibn de 33

fallecidos cubanos con sospechas de leptospirosis,

Al aplicar la PCR en tiempo real cuantitativa a los tejidos en estudio se obtuvo
positividad en el 36%(12/33) de los fallecidos, segun 6rganos, se obtuvo el 30%
(10/33) en las muestras de rifion, seguida de pulmén e higado con 21% (7/33)

cada uno, no mostrando diferencias estadisticas significativas entre ellas.

Las cargas bacterianas oscilaron entre 0,67-1040 (geq/uL) y el 6rgano con mayor
carga bacteriana result6 ser el Higado. Entre los hallazgos histologicos
encontrados a nivel del rifion se describid en el 85,7% de los fallecidos congestién
severa, el 71,4% presentaban necrosis tubular aguda. A nivel pulmonar el 100%
presentaron hemorragias a nivel del érgano y en el higado el 100% de las

muestras alteracion en el patron arquitectural.
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I. Introduccién

En la historia de la humanidad se describen numerosas enfermedades con una
influencia negativa sobre la supervivencia humana. Dentro de ellas se debe
mencionar a la leptospirosis; considerada una de las zoonosis de mayor
repercusion internacional, capaz de provocar dafios desde el punto de vista
econdémico y social .Debido al aumento de su incidencia en el mundo, constituye
una enfermedad reemergente, situacion que la convierte en un problema de salud
publica en los paises desarrollados y en vias de desarrollo. (Dupouey et al.,
2014) ubicdndose en estos ultimos entre las enfermedades con los mayores
indices de morbilidad y mortalidad, debido a las condiciones socioeconémicas
desfavorables existentes en esos paises, los factores culturales, las carencias de
estructuras sanitarias y una mayor exposiciéon de las personas a los ambientes
contaminados (Ko et al., 1999; Schneider M et al ., 2013; Donaires, 2014). La
infeccion en general se produce por un gran numero de bacterias pertenecientes
a la familia Leptospiraceae, del género Leptospira, las cuales miden de 5-15 pum
de longitud y 0,1-0,2 um de didmetro, con los extremos curvados, incluidas en el
complejo patogénico Leptospira interrogans sensu lato (Adler y De la Pefa,
2010). Es una enfermedad infectocontagiosa, aguda, sistémica que afecta a los
humanos y a los animales caninos, bovinos, equinos, animales silvestres, entre
otros, siendo el roedor es el hospedero mas importante, desde el punto de vista
ecolégico se asocia en gran medida con el humano(Adler & De la Pefia
Moctezuma, 2010; Garcia et al., 2015). Las primeras resefias histéricas sobre la
leptospirosis, corresponden de la época de la invasidn napolebnica a Egipto
(Osés et al., 2010) y de la guerra civil americana (Ratram 1994; Rodriguez et al.,
2000), identificAndose en el siglo XIX, desde esa época se le reconoce su
relacion con las guerras y los desequilibrios ecolégicos. Louis lanlouzy en 1883,
fue el primero en describir la leptospirosis humana como una entidad clinica, tres
afios mas tarde Adolf Weil, médico aleman, observa en trabajadores agricolas de
Heidelberg, una serie de sintomas y signos como fiebre, ictericia, hemorragia,
insuficiencia hepatica y renal (Abgueguen y Pichard, 2009). En 1888 se le
denomind enfermedad de Weil, en honor al investigador que la caracteriz6 como

una enfermedad grave de alta mortalidad (Rodriguez et al., 2000).



Esta infeccibn se considera endémica en muchos paises tropicales vy
subtropicales. En los ultimos 20 afios la leptospirosis humana se ha convertido en
un verdadero problema de salud, presentandose por lo general en forma de
casos esporadicos o0 asociados a brotes epidémicos (Chin J, 2005) debido a que
origina presentaciones clinicas poco frecuentes y en ocasiones cuadros letales,
con manifestaciones inaparentes e inespecificas que pueden evolucionar hacia

una forma clinica fulminante y fatal (CDC 2018).

Se estima mas de un millébn de casos anuales en el mundo, localizados en las
regiones tropicales y subtropicales, con una marcada incidencia en el Sureste de
Asia, Centro y Sur América (Smolinski et al., 2003; Benacer et al., 2016).Es
considerada una enfermedad ocupacional; sin embargo, el fendbmeno de la
globalizacion, los cambios climaticos, las migraciones de los animales y las
personas hacia nuevas zonas, propician que la leptospirosis se considere en la
actualidad como un problema latente para cualquier poblacion (Bharti AR et al.,
2003;Torres, 2016). La transmision indirecta (forma mas frecuente), ocurre por
medio de la sangre y orinas de animales infectados y enfermos que contaminan
los suelos, el agua y los alimentos; permitiendo la entrada de las bacterias por

piel y mucosas a través de micro lesiones existentes a esos niveles.

Segun la organizacion mundial de la salud (OMS), esta enfermedad puede
representar hasta el 20 % de las enfermedades febriles de origen desconocido.
En el caso de las Américas, la incidencia es de 12,5 por cada 100 000 habitantes,
siendo importante diferenciarla de otras enfermedades endémicas en los paises
tropicales, debido a la variedad de signos clinicos que presenta puede
confundirse  con otras enfermedades como la influenza y las fiebres
hemorréagicas virales (WHO, 2011). Se estima una incidencia de 5,1 casos cada
100 000 habitantes en las areas endémicas y 14 casos cada 100 000 habitantes
en las epidemias, la prevalencia en los humanos oscila entre 4-100/100 000
habitantes, con un namero de enfermos que fluctia entre 300 000 y 500 000
casos notificados al afio, es mas frecuente en los hombres, a pesar de no ser una
enfermedad de declaracion obligatoria para muchos paises (Martinez et al., 2004;
Alan R, 2011; Torres M, 2018). Orientado por la Sociedad Internacional de
Leptospirosis, Brasil notifica cifras de morbilidad de leptospirosis que alcanzan 3

838 casos confirmados por afio; sin embargo, en Guatemala, Chile, Guyana, el
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Salvador y Nicaragua, el nUmero de casos es menor, aunque en los paises como
Surinam y Panamé no esta definido ese indicador. Este comportamiento
demuestra que para la region latinoamericana, la leptospirosis puede

considerarse una enfermedad olvidada o desatendida (Cruz et al., 2009, OMS).

Cuba desde el afio 1981, dispone de un programa Nacional de Prevencion y
Control de Leptospirosis Humana, perfeccionado a partir de la ocurrencia de
varios brotes epidémicos (Rodriguez et al., 2007; Avila, 2010). A pesar del
empefio en disminuir el nimero de casos existen varios factores que propician el
aumento de la leptospirosis, debido al fomento del perfil agropecuario en la
poblacion, la alta infestacién por roedores, el deficiente tratamiento de los
residuales pecuarios y la limitada disponibilidad de los medios individuales de
proteccion, los que unidos a las caracteristicas tropicales del pais (clima, red
fluvial, natural y artificial) favorecen la propagacion de esta enfermedad en el
hombre y los animales, ademas de los factores que condicionan un
comportamiento endemoepidémico de la leptospirosis en el pais (Rodriguez et
al., 2000; Martinez et al., 2004), que afecta sobre todo a las provincias del centro
y oriente de Cuba (Verdasquera et al., 2011).Nuestro pais notifica alrededor de
500 casos por afio con un ligero incremento de la mortalidad y letalidad asociada
con esta enfermedad (Verdasquera et al., 2009; Verdasquera et al., 2010).En la
actualidad se mantiene una tasa de mortalidad de 0,3 por 100 000 habitantes
(Anuario Estadistico 2018). Los antecedentes descritos demuestran que esta
enfermedad representa un problema importante de salud, que persiste a través
del tiempo, lo que justifica la importancia de un diagnostico precoz y tratamiento
oportuno en todos los pacientes con una sospecha clinica, epidemioldgica de

leptospirosis.

En los ultimos 15 afios esta enfermedad se asocia con el sindrome hemorragico
pulmonar, una afeccion que se observa en los paises latinoamericanos y el
continente asiatico, regiones donde provoca una mortalidad elevada (Ko et al.,
2009; Adler y De la Pefa, 2010). Ese sindrome se caracteriza, por hemoptisis,
disminucién de la hemoglobina y/o hematocrito e infiltrados pulmonares
bilaterales en la radiografia de tdérax que expresa la ocupacion alveolar por
sangre ( Montero, 2012;Gémez J, 2008) con una tasa de mortalidad de mas del

40 % de los casos (Assimakopoulos et al., 2012).Cuba no se encuentra ajeno a
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esta situacion, en el afio 2008 se reportd ,en la provincia de Villa Clara una
presentacion de leptospirosis grave asociada con hemorragia pulmonar en edad
pediatrica, los tres adolescentes evolucionaron al sindrome de distress
respiratorio agudo, donde uno de ellos fallecié a causa de disfuncion mduiltiple de
organo(Santos LA et al.,2008).Se plantea que el desarrollo de los casos severos
depende de tres factores fundamentales ; las condiciones epidemiolégicas, la
susceptibilidad de hospedero y la virulencia del agente patdégeno (Badell et al.,
2015).El

diagnéstico microbiolégico de la leptospirosis humana es complejo, requiere de
datos clinicos, epidemiolégicos y microbiolégicos, siendo estos Ultimos
imprescindibles en la confirmacion del caso en estudio (Levett, 2001,
Dassanayake DL et al., 2009, Loffler S et al., 2014), los cuales comprenden la
realizacion de métodos bacteriolégicos, seroldgicos y de biologia molecular. En
Cuba, desde 2008 se realiza el diagnostico molecular de los fallecidos con
sospecha de leptospirosis en el Laboratorio Nacional de Referencia de
Leptospiras del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (LNRL-IPK.)
(Rodriguez et al., 2013). El estudio post-mortem mediante las técnicas basadas
en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain
Reaction) a partir de los 6rganos de pacientes con la sospecha clinica de padecer
una leptospirosis, muestra al pulmén como el tejido con una mayor positividad de
infeccion (Rodriguez et al.,, 2013; Noda et al., 2014a; Noda et al., 2014b)
comparado con el riidn e higado; sin embargo, no existen estudios previos que
comparen la carga bacteriana en los tejidos durante la infeccién natural, ya sea
en los hospederos accidentales o portadores y su implicacion en la presentacion

clinica de la enfermedad.

En el presente trabajo se pretende estimar la carga bacteriana de las leptospiras
en organos dianas como el pulmén, riidn e higado de cubanos fallecidos por
leptospirosis, asi como los dafios histopatologicos en los tejidos humanos y su
relacion con la carga bacteriana. Este trabajo contribuirdA a un mejor
conocimiento sobre la patogenia de la infeccidon por leptospiras, dilucidando el

papel del pulmén durante el proceso de infeccidon-enfermedad.



Los resultados obtenidos permitirdn fortalecer las capacidades humanas y
diagnosticas del Instituto “Pedro Kouri”, asi como las del Sistema Nacional de
Salud, al ofrecer una informacion valiosa que ayudardn a tomar conductas
terapéuticas oportunas frente a esta enfermedad de importancia en el pais para
evitar los casos letales. Todo ello proporcionard un documento que servird como

material de consulta y apoyo préctico.

Hipotesis
Las leptospiras patdgenas se multiplican en el pulmén en cantidades similares o
superiores a las del riidn e higado, causando dafios histopatolégicos
considerables que se traducen en manifestaciones respiratorias que conllevan a

la muerte del paciente.

Objetivos
Comparar la carga bacteriana de infeccidn por leptospiras patégenas detectadas
en higado, rifidn y pulmon de cubanos fallecidos por leptospirosis.
Relacionar variables clinicas de los fallecidos por leptospirosis con la positividad
y la carga bacteriana en los 6rganos estudiados.
Describir los dafios histopatolégicos en muestras de higado, rifion y pulmén

infectados por leptospiras y su relacion con la carga bacteriana.



Il. Revision bibliografica
Definicién y sinonimias

La leptospirosis recibe muchas denominaciones, entre ellas: enfermedad de Well,
leptospirosis icterohemorragica, ictericia espiroquética hemorragica, fiebre del
cieno, enfermedad de los cortadores de cafia, fiebre de los cafiaverales,
enfermedad de los arroceros, fiebre de los arrozales, fiebre canicola, fiebre
otofal, fiebre del dia siete, fiebre del pantano, fiebre del barro, fiebre del baston-

cortador y enfermedad de los porqueros (Chin, 2001).
Resefia historica

» Antecedentes histéricos de la leptospirosis en el mundo

Los casos de ictericia producida por leptospiras se describen antes de la
notificacion tedrica realizada por Adolfo Weil (Faine et al., 1999, 2003). Algunos
trabajos sefialan que la especie L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae,
surge en Europa occidental durante el siglo XVIII, lo que demuestra su extension
hacia el oeste de Eurasia, asociada con uno de los principales reservorios
correspondientes al género Rattus norvegicus (Levett, 2001; Houwers et al.,
2009; Krojgaard et al., 2009).

Las primeras resefias histéricas sobre la leptospirosis datan de la época de la
invasion napoleonica a Egipto (Osés et al., 2010) y de la guerra civil americana
(Ratram, 1994; Rodriguez et al., 2000). Sin embargo, la leptospirosis no se
identifica hasta el siglo XIX y desde esa época se le reconoce su relacién con las
guerras y los desequilibrios ecologicos. Louis Landouzy, en 1883, es el primero
en describir la leptospirosis humana como una entidad clinica distinta. Tres afios
mas tarde, Adolf Weil, médico aleman, observa en trabajadores agricolas de
Heidelberg una serie de sintomas y signos como la fiebre, ictericia, hemorragia,
insuficiencia hepatica y renal (Abgueguen, 2009). En 1888 se le denomina como
“‘enfermedad de Weil” en honor a tan destacado investigador, quien la caracteriza

como una enfermedad grave de alta mortalidad (Rodriguez et al., 2000).

La primera observacion de las leptospiras se realiza en cortes histoldgicos de

rindn obtenidos de un paciente que fallece con la sospecha clinica de “fiebre



Amarilla”. Este descubrimiento cientifico se le atribuye a Stimsom (1907) en
Nueva Orleans, quién en ese momento las denomina como Spirochaetas
interrogans, por su parecido morfolégico con el signo de interrogacién (Faine et
al., 1999). En 1915, se describe en Japon, el aislamiento de este microorganismo
en los humanos. Al mismo tiempo, un equipo de médicos de Alemania (Dres.
Uhlenhuth, Fromme, Hubener y Reiter), investigan un grupo de soldados
alemanes que presentaban un cuadro clinico compatible con la enfermedad de
Weil y confirman la presencia de espiroquetas en las muestras de sangre

obtenidas de esos soldados (Levett, 2001).

En 1917, Hideyo Noguchi aisla al agente causal en su medio propio y sugiere dar
a este género el nombre de Leptospira, por tener una imagen de espirales finos
(Levett, 2001). En el mismo afo, Ido y sus colaboradores lo identifican en los
rifones de las ratas, luego muchos investigadores descubren a los diferentes
serogrupos y serovares (Chamizo et al., 1996, Rodriguez et al., 2000). En 1918,
se aisla el serovar Hebdomadis en un paciente anictérico que mantiene fiebre
durante siete dias, mientras que, unos afios después, en 1925, se identifica
Leptospira interrogans serovar Autumnalis en Indonesia (Chamizo et al., 1996).

= Antecedentes historicos en Cuba

La forma clinica icterohemorragica provocada por la infeccion leptospirémica se
conoce desde la segunda mitad del siglo XVIII y los médicos sabian diferenciarla
de la fiebre amarilla (Chamizo et al., 1996; Rodriguez et al., 2000; Mir et al.,
2010). En 1868, el doctor Francisco Navarro y Valdés, expone sus primeras
referencias de esta enfermedad en su tesis doctoral y refiere que: "La fiebre
biliosa de los paises calidos no es la fiebre amarilla, sino una enfermedad
icterohemorragica precedida por fiebre, que es padecida por individuos radicados
en lugares pantanosos y que aparece en ciertas épocas del ano” (Chamizo et al.,
1996; Rodriguez et al., 2000; Mir et al., 2010).

En 1889, el doctor Emilio Martinez y Martinez en su tesis de doctorado
“Curabilidad del ictero grave primitivo”, habla de esta entidad nosoldgica y
presenta 58 casos con el cuadro icterohemorragico y la insuficiencia renal

caracteristica, destaca la forma epidémica y su frecuencia en los paises



tropicales; la sefiala como una enfermedad infecciosa y sospecha su
fisiopatologia (Chamizo et al., 1996; Rodriguez et al., 2000; Mir et al., 2010).

En 1921 los doctores Juan Guiteras, Mario Garcia Lebredo y William Hoffmann
informan a la Academia de Ciencias Médicas, Fisicas y Naturales de La Habana,
un brote epidémico de la enfermedad de Weil entre los constructores del
alcantarillado de La Habana (Chamizo et al., 1996; Rodriguez et al., 2000; Mir et
al., 2010). Los doctores Reynaldo Marquez Camacho, Emilio Soler Montes y
Arturo Curbelo Hernandez, presentan en 1945 el primer caso confirmado de
leptospirosis, cuyo diagndstico se comprueba por técnicas bacterioldgicas
(Rodriguez et al., 2000). Posteriormente, en 1956, los doctores Curbelo y Viola
Marquez Biscay, publican una recopilacion de 177 casos con el diagnostico
clinico de la llamada enfermedad de Welil, notificados en La Habana entre 1945 y
1955, de estos, 45 se confirman por técnicas seroldgicas que utilizan antigenos
de Leptospira interrogans serovar Canicola y Leptospira interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae (Rodriguez et al., 2000; Mir et al., 2010). En 1972, se recibe
en el Instituto Nacional de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia (INHEM) una
asesoria por parte del profesor E. Kmety, consultor de la OMS, con el objetivo de
establecer las técnicas de laboratorio necesarias para el cultivo de leptospiras y
los estudios serolégicos. A partir de ese momento se investiga este
microorganismo en diferentes especies de animales (perros, ratones blancos,
ratas silvestres, mangostas, murciélagos), identificandose diversos aislamientos
(Rodriguez et al., 2000; Mir et al., 2010).

Agente causal
o Caracteristicas generales

El agente causal de la leptospirosis se identifica con el nombre de Leptospira spp,
una espiroqueta de forma helicoidal y movil (Adler y De la Pefa, 2010). Son
microorganismos constituidos por un cuerpo citoplasmatico y un axostilo que se
disponen en forma espiral. Una membrana envolvente recubre ambas
estructuras, poseen dos filamentos axiales (flagelos periplasmaticos) con
inserciones polares que se localizan en el espacio periplasméatico y son las
estructuras responsables de sus movimientos desordenados, variados de

(traslacion- rotacion), dada la compleja estructura de sus proteinas flagelares y la



mayoria tienen la capacidad de formar en uno o sus dos extremos, ganchos
tipicos, que les da la forma de “S”, “C” o baston (Trueba et al., 1992; Haake D.A
et al., 2000; Haake D.A., 2000), la vaina flagelar y el centro estan constituidas por
las proteinas FlaA y FlaB, respectivamente, aunque la microscopia electrénica
muestra una mutante FlaB deficiente de endoflagelo y sin movilidad (Evangelista

y Coburn., 2010).

Las Leptospiras tienen una estructura tipica de doble membrana; la membrana
citoplasmatica y la pared celular, ambas asociadas y recubiertas por una
membrana externa (Cullen et al., 2004). Dentro de la membrana externa, el
lipopolisacarido (LPS) constituye su antigeno principal, biomolécula con
estructura y propiedades antigénicas semejantes al LPS descrito en las bacterias
gramnegativas; no obstante, es relativamente no toxigénico en las células o
animales, siendo 12 veces menos letal para los ratones que el LPS de
Escherichia coli y es menos activo en las pruebas estandares para la actividad
endotdxica, como la prueba de pirogenicidad en conejo, letalidad en raton,
reaccion de Schwartzman y mitogenicidad de las células B (Werts et al., 2001;
Que-Gewirth et al., 2004). Ademas del LPS, proteinas estructurales y funcionales
forman parte de la membrana externa de estos microorganismos. Tres clases de
proteinas de membrana externa (PME) se han identificado: 1) las
lipoproteinas(LipL), la clase mas abundante, que comprende LipL32, LipL41,
LipL48, LipL36 y LipL21 y QIp42; 2) la proteina de transmembrana OmpL1; 3) las
proteinas periféricas como LipL45. También el sistema de secrecion tipo 2
(T2SS) que secreta GspD, se localiza en la membrana externa de las leptospiras
y muestra sus propiedades antigénicas (Haake y Matsunaga, 2010). (Ver Figura
1)



e {1 lm NN | BN,

Periplasma (@ OmplL1

it nmmePamihm

Citoplasma @

Figura 1. Arquitectura de la Membrana de Leptospira. LPS: Lipopolisacaridos, Proteinas: OmplL, LipL41,
Lip32, LipL36, LipL31, ImpL63, proteinas de unidn a penicilina (PBPs), proteinas de shock térmico y
GroEL.(Alvarez, 2013).

Las leptospiras solo pueden ser visibles por microscopia de campo oscuro o por
microscopia de contraste de fase, pero no por microscopia de luz de campo
brillante, mas pueden impregnarse por plata (Fontana-Tribondeau, Levaditi), por
fluoresceina, peroxidasa conjugada mas reactivos coloreados o por hibridizacion
del ADN con reactivos coloreados de biotina-avidina (DAB) (Winn.,1998).

Se cultivan en medios artificiales, que deben contener 10 % de suero de conejo 6
1 % de albumina bovina sérica y Tween 80, a un pH 6,8 - 7,4; el crecimiento
optimo es entre 28°C y 30°C. Para evitar la contaminacion del medio se pueden
adicionar antimicrobianos o intercalantes como el 5-fluorouracilo y sulfato de
neomicina para hacerlo selectivo. Los medios mas usados son el Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH) con 1% BSA y Tween 80; asi como Korthoff
y Fletcher (Faine et al., 1999).

> Requerimientos para el crecimiento

Estos microorganismos utilizan los acidos grasos de cadena larga (Tween) como
fuente de carbono y las sales de amonio constituyen la fuente principal de
nitrégeno. No aprovechan los aminoacidos o los carbohidratos como fuentes
principales de energia. Las vitaminas B12 y la tiamina estimulan el crecimiento,
ademas necesitan fosforo y algunos iones metalicos, las leptospira sobreviven

semanas en el agua, en particular si esta tiene un pH alcalino.
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Taxonomia

Desde el punto de vista taxonomico las Leptospiras se ubican dentro del Phylum
BXVII en Spirochaetes phy. nov., perteneciente a la Clase I. Spirochaetes, al
Orden [: Spirochaetales, la Familia Ill: Leptospiraceae y al Género Il: Leptospira
(Garrity et al., 2001).

Aspectos taxondémicos
Clasificacion tradicional de las leptospiras
Serovariedades

Debido a la diversidad de leptospiras, hay dos grandes métodos de clasificacion.
Las pequefias variaciones en las cadenas polisacaridicas del lipopolisacarido de
este microorganismo determinan la existencia de méas de 200 serovares
patbgenos agrupados en 21 serogrupos, esto significa que, debido a su
estructura antigénica se pueden dividir en serotipos y especies, la primera se
determina mediante la prueba de absorcion de aglutinaciéon cruzada (CAAT) que
define las similitudes y diferencias antigénicas (Velazquez zZ, 2014).El género
Leptospira incluye dos especies tipos: Leptospira interrogans sensu lato que
comprende a todas las cepas patdgenas para el hombre y los animales, mientras
gue la otra especie tipo, Leptospira biflexa sensu lato abarca las cepas saprofitas
o de vida libre, aisladas del medio ambiente (Levett, 2001; Toshiyuki et al., 2006;
Abgueguen., 2009).

> Clasificacion genotipica

El empleo de las técnicas moleculares y el incremento del uso de la informacion
genomica redundan en que el género Leptospira es objeto de una reorganizacion
en las ultimas décadas. Existen 21 genomoespecies nueve patogenas: L.
alexanderi; L. wellii; L. borgpetersenii; L. santarosai; L. kmetyi; L. alstonii; L.
interrogans; L. kirschneri; L. noguchii; seis intermedias: L. licerasiae; L. wolffii; L.
fainei; L. inadai; L. broomii; L. idonii; y una cifra similar de no patdégenas: L.
vanthieli; L. biflexa; L. wolbachii; L. terpstrae; L. meyeri; L. yanagawae (Levett
PN., 2015).

Esta basada en la homologia del ADN, definida en 70 % de homologia y 5 % de

divergencia.
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> Caracteristicas genéticas

El genoma de las leptospiras esta distribuido en cromosomas circulares, uno
grande, el cromosoma | y otro pequefio, el cromosoma Il; con un rango de
longitud aproximado entre 3500-4300 kb y 300-350 kb, respectivamente (Bulach
et al., 2006; Picardeau et al., 2008). Se sugiere que los genes presentes en las
especies patdgenas, ya sea en L. interrogans o L. borgpetersenii, pueden
codificar proteinas asociadas con la virulencia; sin embargo, se desconoce la

funcién en el 62,4 % de ellos (Nascimento et al., 2004; Picardeau et al., 2008;).
> Factores de virulencia

El primer factor genético de virulencia formado es el gen de la lipoproteina de
superficie Loa 22, conservado en las leptospiras patégenas y expresado en la
fase aguda de la enfermedad. Se detectan cinco genes codificadores de
esfingomielinasas, entre ellos el gen sphA y sphH, que codifica la
esfingomielinasa C vy la SphH, respectivamente, las cuales tienen funcion de lisis
celular de los eritrocitos y contribuyen al dafio del endotelio de pequefios vasos
(Narayanavar et al., 2012). Entre los factores putativos de colonizacion del tejido
del hospedero estan las adhesinas; estan identificados los genes lig (lig A y lig B)
que codifican proteinas de superficie con dominios parecidos a las
inmunoglobulinas, las cuales se unen a la elastina, tropoelastina, laminina y
fibronectina (Choy et al., 2007).

Genes que codifican a las proteinas de membrana parecidas a la endostatina
humana (proteinas de la familia Len) se unen a la laminina, el fibrinégeno y la
fibronectina (Stevenson et al., 2007) y el gen lipL32, que codifica la lipoproteina
LipL32, de 32 kDa, considerada de superficie pero ubicada en la subsuperficie
(Pinne M., 2013); esta lipoproteina esta conservada en las leptospiras
patdgenas,expresada durante la infeccibn humana, es la proteina mas abundante
en las leptospiras con un estimado de 38 000 copias por célula (Malmstrom et al.,
2009), se encuentra altamente conservada en las especies patdégenas y ausente
en especies saproéfitas (Murray, 2013). Esta importante PME se une a colagenos
(I, IV y V), plasmindgeno y a laminina (Carvalho et al., 2009; Vieira et al., 2010).
Las lipoproteinas son el mayor componente de la membrana externa de las

leptospiras, la cual es rica en lipopolisacaridos (LPS) (Haake, 2015).

12



Epidemiologia de la leptospirosis

Factores de los que depende la supervivencia de leptospiras en el ecosistema.

La supervivencia de las leptospiras en el ecosistema depende de las variaciones
del pH en el suelo y de las condiciones ambientales, ya sea la temperatura o la
humedad relativa (Bernal et al., 2002). Estas bacterias son muy sensibles a la
desecacion, asi como a la luz solar directa, al pH &cido y alcalino, un pH inferior a
6 0 mayor que 8, tiene un caracter inhibitorio sobre este microorganismo, son
destruidas igualmente con una temperatura menor o igual a 13°C o mayor o
igual a 35 °C (Levett, 2001; Sandow y Ramirez, 2005). Pueden vivir hasta 183
dias en los suelos con una humedad alta, permanecen viables durante 30
minutos en suelos secos (Osés et al.,, 2010) y en condiciones naturales por
algunas horas en la leche materna de los animales lactantes en fase septicémica
(Ellis, 2008).

Durante los ultimos afios las condiciones ambientales que prevalecen en la
mayoria de los paises tropicales y subtropicales tales como las lluvias
abundantes, el desborde de las aguas residuales durante las inundaciones, los
suelos no acidos y humedos, asi como las altas temperaturas, se consideran

factores que favorecen la transmision de esta enfermedad.
Tipos de hospederos

En el caso especifico de la leptospirosis se describen los hospederos de
mantenimiento y los accidentales (Oliveira et al.,, 2009), que aunque desde el
punto de vista te6rico a veces no se corresponden con los conceptos
establecidos al respecto, ayudan a comprender la complejidad en la transmisién

de esta zoonosis.
Hospederos de mantenimiento

Es aquel animal que asegura la perpetuacion de una poblacion determinada de
microorganismos sin la intervencién de ningun hospedero accidental (Toledo et
al., 2005). En el caso de la leptospirosis, los hospederos de mantenimiento se
caracterizan por tener una gran receptividad a la infeccion por el serovar frente al
gue se mantiene como hospedero (la dosis infectiva es menor), relativa baja

patogenicidad del microorganismo en el hospedero, la presencia de infeccién
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renal con leptospiuria prolongada, una infeccién crénica y una transmision eficaz
de la infeccién a los animales de la misma especie por contacto directo (Kokudo
et al.,2009).

Hospederos accidentales

Cualquier mamifero puede ser, potencialmente, un hospedero accidental de
leptospiras. En ellos la transmision es intraespecie y esporadica, tienen signos de
forma aguda grave (hepatitis, crisis hemolitica), la duracion de la leptospiruria se
extiende por semanas y se detecta un bajo porcentaje de animales seropositivos
(Kokudo et al., 2009).

Formas de transmision

La leptospirosis puede transmitirse por via directa e indirecta (Chin, 2005; Zunino,
2007; Mir, 2010).

% Via directa: es la menos frecuente. Se produce a través del contacto con
los productos del animal, por el coito (poco fundamentada) y por la via
transplacentaria; esta ultima da lugar a abortos, partos prematuros, raras
veces conduce a formas congénitas de la enfermedad y es casi exclusiva
de los animales (Chin, 2005; Zunino y Pizarro, 2007; Mir, 2010).

% Via indirecta: ocurre a través de la sangre y la orina de los animales
infectados y los enfermos que contaminan los suelos, el agua y los
alimentos. Las bacterias penetran por las mucosas intactas como la
conjuntival, oral y nasal a través de la inhalacion de gotas o aerosoles de
fluidos que contengan leptospiras o por lesiones de la piel (Chin, 2005;
Zunino y Pizarro, 2007; Mir, 2010).

La transmisién indirecta, sobre todo por via hidrica, es la mas importante por
constituir el mecanismo mas frecuente y el que determina las caracteristicas

epidemiologicas de la enfermedad (CDC, 2018).

Las enfermedades zoondticas como la leptospirosis tienen una diversa gama de
reservorios, tanto de naturaleza doméstica como agropecuaria por
ejemplo:perros,gatos,conejos,mangostas,zorros,erizos,vacas,cerdos,caballos,ove

jas,ratas,ratones y otros(Chin, 2001; Adler y De La Pefia, 2010).

14



Periodo de incubacién

El periodo de incubacién de la leptospirosis es variable y se describen diferentes
intervalos de tiempo. Por lo general oscila entre los 2 y 30 dias posteriores a la
infeccion (Chin, 2005), con un término medio de entre 10 y 14 dias, en
dependencia de la especie animal, el serovar infectante, la virulencia del germen

y la inmunidad del hospedero (La Roque et al., 2005).
Inmunoprofilaxis

La inmunoprofilaxis constituye una de las medidas mas efectivas para el control
de las enfermedades infecciosas. En Cuba desde el afio 1983 se establece la
inmunizacion contra la leptospirosis, a todos los trabajadores expuestos al riesgo
de enfermar, con una vacuna de procedencia rusa integrada por gérmenes
muertos por el calor, correspondientes a los serogrupos Icterohaemorrhagiae,
Pomona, Gripotyphosa y Hebdomadis. En 1991 deja de aplicarse esta vacuna
por dificultades en su suministro. Con el objetivo de continuar la inmunizacion a
los grupos de riesgo, se desarrolla en el Instituto "Finlay", Centro de
Investigacion-Produccion de Vacunas y Sueros, una vacuna adyuvada (vax-
SPIRAL®). La misma contiene cepas autoctonas de gran importancia
epidemiolégica por ser las de mayor circulacibn  (serogrupos

Icterohaemorrhagiae, Canicola y Pomona) (Martinez et al., 1998).
Quimioprofilaxis

La quimioprofilaxis es una de las medidas especificas mas importantes que se
aplica en el control de un brote de leptospirosis. El medicamento de eleccién es la
doxiciclina (tabletas o capsulas de 100 mg). Se administran 200 mg semanales,
hasta una semana después de la exposicion, por un lapso de tiempo no mayor de
seis semanas. En personas expuestas al riesgo permanente debe valorarse la
inmunizacion, criadores de animales, agricultores, pescadores de rios, jardineros,
trabajadores de alcantarillados, empleados de mataderos, mineros, poceros
(OMS, 2003; Programa Nacional de prevencion y control de la leptospirosis
humana, 1997).

En los nifilos menores de 12 afios y con un posible riesgo de enfermar no debe

emplearse la doxiciclina por las contraindicaciones de este medicamento. Debe
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valorarse el uso de la amoxicilina a una dosis de 40 mg/kg/dia dividido en tres
subdosis durante siete dias (Céspedes M, 2005).

Patogenia

La leptospirosis se presenta en el humano como una enfermedad sistémica, con
afectacion de practicamente todos los oOrganos y sistemas de la economia,
pudiendo producir disfuncién organica multiple, causa frecuente de muerte en la
enfermedad.(Zunino E, 2007; Kumar , 2009 ; Garcia, 2009).

AUn no estan bien definidos los mecanismos patogénicos por los cuales las
leptospiras producen enfermedad (Lee et al., 2000; Levett, 2001).Recientemente
se ha planteado que los pacientes con leptospirosis severa experimentan una
tormenta de citoquinas caracterizadas por altos niveles de interluguina(IL), IL-6,
factor de necrosis tumoral (TNF) alfa e IL-10, la presencia del alelo HLA DQ6
muestra elevado riesgo de enfermar, sugiriendo un alto nivel de estimulacion
linfocitaria por un super antigeno leptospiral.(Haake DA, Levett PN., 2015). Tres
mecanismos se invocan en la patogénesis de la leptospirosis humana, que
suman sus efectos de invasion y multiplicacién bacteriana, los factores
inflamatorios no especificos y los mecanismos inmunoldgicos, expuestos a

continuacion:
» Invasion y multiplicacion bacteriana

Después de su entrada al organismo a través de la piel erosionada o las mucosas
sanas (nasal, conjuntival, oral o tonsilar), los microorganismos resisten los
mecanismos innatos de la defensa inmune, se multiplican en el torrente
sanguineo, invaden los organos y sistemas de la economia, lo que explica su
caracter sistémico. La leptospiremia se mantiene entre los 3 y 10 dias, por lo
gue pueden aislarse en la sangre durante esta etapa. Por medio de la respuesta
inmune se logra la opsonizacion, la fagocitosis y eliminacion de los gérmenes por
el sistema reticulo endotelial; debido a esta respuesta inmune, el organismo
puede eliminar del torrente circulatorio a las leptospiras, pero estas se localizan
en diferentes 6rganos, como la camara anterior del ojo, el cerebro, las meninges,
el higado, los rifiones y el corazén (Garcia, 2009, Bertherat et al., 2014). Durante

su invasion y multiplicacion, las leptospiras producen dafio celular, no solo por el
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efecto mecanico, sino por la produccién de sustancias, como el factor citotoxico,
que produce lesién del endotelio capilar. Esta proteina citotoxica se halla en los
serovares Pomona y Copenhageni (Garcia, 2009; Zunino & Pizarro, 2007).Se
producen ademas enzimas hemoliticas, como las fosfolipasas y Ila
esfingomielinasa C, que ocasionan hemdlisis al afectar la fosfatidiletanolamina y
esfingomielina de la membrana del hematie. Se demuestran hemolisinas del tipo
esfingomielinasa en los serovares Ballum, Hardjo, Pomona y Tarassovi. Las
especies virulentas exhiben quimiotaxis hacia la hemoglobina (Garcia.,2009;
Zunino & Pizarro., 2007).

En el endotelio vascular, la referida proteina citotoxica ocasiona extravasacion de
sangre, emigracion de leptospira a los tejidos, anoxia local relativa, generacion de
radicales libres de oxigeno y dafio isquémico, con el consecuente depdsito de
inmunocomplejos circulantes, los que unidos al complemento causan lesion
endotelial (Ortega y Verdasquera, 2012).

En el rifidn las leptospiras, por via sanguinea, llegan al glomérulo y de ahi se
diseminan al intersticio, donde producen nefritis intersticial y a los tabulos
renales, se adhieren y asocian de manera estrecha al borde luminal de las
células tubulares proximales, hasta que se eliminan por la orina. Los dafios
glomerulares minimos observados por microscopia electrénica ocasionan la
proteinuria (Garcia, 2009). La inflamacion aguda en el riidn se asocia con

necrosis tubular aguda y nefritis intersticial (Bertherat et al., 2014).

La lesion de tubulos renales proximales es la lesion fisiopatoldgica primaria en la
leptospirosis aguda, con incremento en los tubulos distales de la excrecion de
potasio, la consiguiente hipopotasemia y la poliuria, que contribuyen a la astenia
marcada que se presenta en un numero elevado de pacientes (Garcia, 2009;
Bertherat et al., 2014). La insuficiencia renal aguda es una importante causa de
muerte, en su patogénesis se invoca la lesiébn enzimatica de las leptospiras, las
alteraciones de la perfusion renal y la rabdomidlisis como factor adicional
(Garcia., 2009; Carvajal et al., 2010). En el pulmén, los hallazgos de los
pacientes con leptospirosis son la hemoptisis, distress respiratorio, la tos,
dificultad para respirar y la hemorragia pulmonar. El sindrome de hemorragia
pulmonar severo (SPHS) debida a la hemorragia alveolar extensa tiene una

mortalidad que sobrepasa el 50 % (Martinelli, 2015) mas que un problema
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pulmonar estricto, se suman otros factores de riesgo ocasionales como la
hipopotasemia, la elevacion de la creatinina sérica, el shock y alteracion de la

escala de Glassgow para el coma (Haake & Levett, 2015).

En el higado, los hallazgos histopatoldgicos en los fallecidos se asocian con
disrupcién de la cohesion celular y necrosis celular periportal (Trevejo et al.,
1998).La ictericia en la enfermedad es de origen hepatocelular por lesion de los
hepatocitos y disrupcion de las uniones intracelulares entre los hepatocitos
(Trevejo et al.,, 1998).En el sistema nervioso central y periférico pueden

presentarse manifestaciones, tanto en fase leptospirémica como inmune.
> Factores inflamatorios no especificos

Pueden observarse en otras enfermedades infecciosas, pero en la leptospirosis
contribuyen a causar una disfuncion organica (Garcia, 2009; Farreras-Rozman,

2011). Entre ellos se encuentran:

e Hipovolemia: dada por una disminucion de la ingestion de liquidos, un
aumento de las pérdidas insensibles y un incremento de la permeabilidad
capilar, causada por los mediadores quimicos liberados durante la
inflamacion, se produce una fuga capilar y la poliuria dada por la lesion
tubular distal renal referida (Longo et al., 2012).

e Hiperviscosidad plasmética: dada por la hipovolemia, lo que permite el
aumento del fibrindégeno.

e Fendmenos de coagulacién intravascular diseminada a bajo ruido,
expresados por un aumento de productos de degradacién del fibrin6geno
(Garcia, 2009; Longo et al., 2012).

Estos factores pueden conducir a éstasis capilar y anoxia histica, lo que implica
un incremento de la permeabilidad, pérdida de liquidos, hemoconcentracion y un
aumento adicional de la viscosidad sanguinea, de esta forma se crea un circulo

ViCioso.
» Mecanismos inmunolégicos

La produccién en la fase inmune de anticuerpos IgM e IgG, como respuesta

inmunoldgica defensiva puede dar lugar a la formacién de inmunocomplejos, que
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depositados en los tejidos y con la participacion del complemento sérico,
ocasionan dafio (Longo et al., 2012; Medeiros, 2010).En la meningitis ocurrida en
la fase inmune, asi como en la uveitis, se detectan aumentos del titulo de

anticuerpos, sin aislarse leptospiras, aceptandose un mecanismo inmune.

La inmunogenicidad es uno de los parametros mas importantes en el estudio de
los inmundgenos, por lo que el desarrollo de una inmunidad duradera en el
tiempo es uno de los elementos mas importantes en la vacunologia profilactica.
(Cuba et al., 2016). La respuesta inmune humoral durante la leptospirosis es
importante para la resistencia a la infeccion. La inmunidad pasiva transferida
mediante el suero de individuos vacunados puede ser conferida solamente por
anticuerpos, aunque se reconoce también el papel que puede jugar la respuesta

inmune mediada por células (Adler, 2009).
Manifestaciones clinicas

La expresion clinica de la leptospirosis es muy variada, se caracteriza por ser:
subclinica o silente, leve o febril anictérica (90% de los casos), grave o febril
ictérica “Sindrome de Weil”, renal pura (5-10% de los casos) y meningea (Levett,
2001). En la leptospirosis la severidad del cuadro clinico depende de varios
factores teniendo en cuenta las condiciones epidemiolégicas, susceptibilidad del
huésped, virulencia del agente patdégeno, su dosis y el 6rgano afectado (Levett,
2001; Badell et al., 2014).

Leptospirosis anictérica

Generalmente es benigna y representa el 90 % de los casos. Puede presentarse
como un proceso seudogripal agudo con fiebre, escalofrios, cefalalgia intensa,
nauseas, vomito y mialgias. Suele tener un comienzo brusco con escalofrios y
fiebre de 39 °C-40 °C, acompafado de mialgias y cefalea intensa. Las mialgias,
sobre todo en las pantorrillas, muUsculos lumbosacros y abdominales, constituyen
uno de los datos clinicos mas relevantes. A menudo hay anorexia, nauseas y
vomitos, cuya asociacion con dolor abdominal obliga a su diferenciacion con un
cuadro de abdomen agudo. Otras manifestaciones menos frecuentes son el dolor

de garganta y la erupcién cutanea, fiebre, junto con la conjuntivitis, hiperemia

19



faringea, erupcion cutanea, hepatomegalia y esplenomegalia, a veces se detecta
ictericia leve (Sanchez, 2011).

Los sintomas remiten en la mayoria de los enfermos en una semana. La
enfermedad recidiva en algunas ocasiones tras un plazo de 1 a 3 dias. El
comienzo de esta segunda fase (inmune) coincide con la aparicion de los

anticuerpos.
Leptospirosis grave (sindrome de Weil)

Es la forma méas grave de leptospirosis, se caracteriza por ictericia, disfuncion
renal, diatesis hemorragica y una mortalidad de 5 al 15%. El sindrome suele
acompafar a la infeccion por la serovariedad Icterohaemorrhagiae/Copenhageni.
La enfermedad comienza del mismo modo que la leptospirosis leve, pero a los 4
o 9 dias suele aparecer ictericia, asi como alteraciones de la funcion renal y
vascular, se observa hepatomegalia y esplenomegalia. La insuficiencia renal
aparece casi siempre en la segunda semana de la enfermedad, el dafio pulmonar
es frecuente y concurre con tos, disnea, dolor de pecho acompafado de
expectoracion tefiida de sangre o incluso hemoptisis e insuficiencia respiratoria.
El sindrome de Weil conlleva a manifestaciones hemorragicas como epistaxis,
petequias, purpura y equimosis, (Shah et al., 2010, Velasco et al., 2019). En la
leptospirosis grave se describen rabdomidlisis, hemdlisis, miocarditis, pericarditis,
insuficiencia cardiaca congestiva, choque cardidgeno, sindrome apneico del
adulto y fracaso multiorganico, que pueden confundirse con cardiopatias por
enfermedad de Chagas, comun en Latinoamérica (Shah et al., 2010, Velasco et
al., 2019)

La severidad de la hemorragia pulmonar y del dafio renal parecen estar en
relacion directa con la intensidad de la respuesta inmune humoral, valorada por
las concentraciones de IgG especificas (los pacientes con mayor repercusion
clinica presentan valores superiores de IgG) (Nally et al., 2004). Asimismo, la
demostracion del depdsito de IgG, IgA y C3 en la membrana basal alveolar,

similar a lo que ocurre en el sindrome de Good pasture.
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La mortalidad por el Sindrome de Weil y la LSHP puede alcanzar entre el 10 y el
50 %, respectivamente, se estima una cifra superior a 500 000 casos severos

anuales (Helmerhorst et al., 2012; Lehmann et al., 2014).

Leptospirosis en las Américas y el impacto de la leptospirosis severa con

hemorragia pulmonar (LSHP)

Tres subregiones en las Américas se consideran de alto riesgo para la
presentacion de brotes de leptospirosis humana, debido a sus caracteristicas
ambientales y humanas: la zona oriental de Brasil, el Caribe y América Central
(Hotez et al., 2008). Segun una revision sobre la tendencia de la incidencia de la
enfermedad en el mundo, 12 de los 20 primeros puestos corresponden a paises
de las Américas (ocho en Centroamérica), donde Trinidad y Tobago, Barbados y
Jamaica ocupan los primeros tres puestos de la region, con una incidencia anual
por millén de 120,4; 100,3 y 78 casos, respectivamente (Pappas et al., 2008).Los
primeros casos de LSHP se notifican en Brasil (Nicodemo et al., 1997) y en
Nicaragua (Trevejo et al., 1995); en esta Ultima, la hemorragia pulmonar asociado
a la leptospirosis (LSHP) se presenta con hemorragia pulmonar, hemoptisis y
disnea, pero sin ictericia ni manifestaciones renales, los pacientes habitan en

zonas rurales y se aisla L. interrogans serovariedad Canicola.
Leptospirosis como diagndstico diferencial

La leptospirosis no suele tenerse en cuenta cuando se aborda a un paciente con
hemorragia pulmonar difusa (HPD) o con un sindrome renopulmonar, por ello es
importante  que se incluya la leptospirosis entre los diagndsticos
diferenciales(Groot k et al., 2009).Como ninguno de los sintomas de la
leptospirosis es especifico, con frecuencia se plantean otros diagndésticos como la
influenza,fiebre amarilla, la meningitis viral, la encefalitis, la hepatitis viral, el
dengue, fiebre chikungunya,virus del ébola,en presencia de estas infecciones
virales concomitantes, el tratamiento antibiético oportuno puede reducir
significativamente la mortalidad (Wijesinghe et al.,, 2015; Nhan TX et al.,
2016).Se debe diferenciar de infecciones por hantavirus, por Rickettsia,
brucelosis, fiebre tifoidea, toxoplasmosis, malaria, y otros diagndsticos como
pielonefritis aguda, ictero hemolitico - obstructivo,fiebre reumatica vy
otras(Chandy et al., 2009; Koizumi et al., 2009).
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Hallazgos del laboratorio clinico

Los resultados de los exdmenes del laboratorio clinico a pesar de no ser
especificos de la enfermedad, son determinantes en la orientacién del médico de
asistencia (Fauci AS et al., 2008)en el hemograma la mayoria de las veces se
observa leucocitosis(con una franca neutrofilia),aunque el conteo de leucocitos
en algunos casos puede ser normal o bajo,la eritrosedimentacion se presenta
aumentada y el coagulograma puede ser normal aunque a veces la actividad de
la protrombina plasmatica puede estar diminuida,hasta el 50% de los enfermos
presentan trombocitopenia leve,que se relaciona con la insuficiencia
renal,(Golman L, 2007).En la leptospirosis es caracteristico la elevacion de la
bilirrubina y de la fosfatasa alcalina en suero, ademés de las aminotransferasas
,Si reaccion meningea la concentracién de proteinas en el LCR se eleva pero la
concentracion de glucosa es normal (Golman L, 2007; Fauci AS et al.,
2008)comparando el dafio renal se muestra desde una proteinuria leve hasta una

insuficiencia renal en los casos graves(Golman L, 2007).
Diagnoéstico microbioldgico

El diagndstico de la leptospirosis resulta complejo, dado que esta enfermedad
puede cursar con una sintomatologia similar a la que se manifiesta en otras
enfermedades infecciosas. Por esta razén, se requiere de datos clinicos,
epidemioldgicos, microbiolégicos para la definicion de un caso de leptospirosis
(Levett et al., 2001).

El éxito del diagndstico microbiolégico de la leptospirosis depende del
conocimiento adquirido sobre la patogenia de esta enfermedad y de los
mecanismos que demuestren las propiedades invasivas de su agente causal
(Levett, 2001). En ocasiones el diagnostico se dificulta por la diversidad de su
sintomatologia clinica y depende de una variedad de examenes de laboratorio,
tales como la deteccion de los anticuerpos especificos por el examen de
microaglutinacién (MAT), la hemoaglutinacion indirecta (HA) y por los exdmenes
inmunoenzimaticos o ELISA. Las leptospiras pueden detectarse en la orina o los
tejidos por cultivo (prueba de oro para la confirmacion retrospectiva de esta
enfermedad). Ademas, suelen visualizarse por la observaciéon microscopica en

campo oscuro o0 hacer su identificacidbn por la reaccion en cadena de la
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polimerasa (PCR), entre otros. Sin embargo, la MAT es considerada la técnica de
referencia para el diagndstico seroldgico de la leptospirosis (Adler y De la Pefia,
2010).

La obtencion de sangre para el cultivo constituye una muestra Gtil a partir del
segundo y hasta el quinto dia después del inicio de la sintomatologia y los
hemocultivos deben realizarse en los pacientes no tratados con antimicrobianos.
Las muestras de suero son importantes para el diagnostico etiologico, casi
siempre, se utilizan sueros pareados obtenidos con intervalos entre 7 a 10 dias,
de forma tal, que representen las dos fases clinicas de la enfermedad (Levett,
2001).

El valor practico de la muestra de orina es vital en la fase de leptospiuria e
inmune, aunque en algunos ensayos, al procesar las muestras colectadas
durante la fase leptospirémica se obtienen resultados satisfactorios (Van Eys et
al., 1991; Gravekamp et al., 1993). La obtencién del LCR se recomienda a partir
del quinto y hasta el decimonoveno dia posterior a la infeccidon. Los cortes de
tejidos (rifidn, higado y pulmones) no congelados deben enviarse lo mas rapido
posible al laboratorio de Microbiologia, lugar donde se inocularan en los medios
selectivos para leptospiras, con la finalidad de aislar al microorganismo. Para
estudios epizootioldgicos son importantes las muestras de agua y de los suelos

vinculados con la fuente de infeccién (Levett, 2001).

Las herramientas moleculares basadas en PCR constituyen uno de los métodos
mas ampliamente usados debido a la alta especificidad que ofrece y que la
misma juega un papel importante en el diagndstico rapido de la infeccion activa
(Branger et al., 2005; Manu et al., 2009). La reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction) permite obtener “in
vitro” millones de copias de un fragmento de acido desoxirribonucleico (ADN) a
partir de una sola molécula. Esta técnica se basa en la sintesis de dos nuevas
hebras de ADN a partir de otra que funciona como molde (Serrato et al., 2014),
permiten realizar un diagnostico rapido, sensible y especifico de la enfermedad,
pueden utilizarse a partir de diferentes muestras clinicas como sangre, orina,
LCR, tejidos de fallecidos, entre otras; aunque también han encontrado

aplicabilidad en estudios taxondmicos y epidemioldgicos (Merien et al., 2005).
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Los primeros estudios en biologia molecular realizados para detectar ADN en
leptospiras fueron el dot blotting e hibridacién in situ, Una limitacion del
diagnéstico por PCR de la leptospirosis es su incapacidad para identificar el
serovar, en la mayoria de los casos. Esto no es significativo para el tratamiento
del paciente, pero tiene un gran valor en la epidemiologia y la salud publica. La
PCR en tiempo real o PCR cuantitativa (QPCR o Q-PCR, siglas en inglés de
guantitative polymerase chain reaction) es una variante de la PCR utilizada para
amplificar y simultaneamente cuantificar de forma absoluta el producto de la
amplificacion de ADN. Para ello emplea, del mismo modo que la PCR
convencional (o punto final), un molde de ADN, al menos un par de cebadores
especificos, deoxinucléotido trifosfato (ANTP), un tampon de reaccion adecuado y
una ADN polimerasa termoestable; a dicha mezcla se le adiciona una sustancia
marcada con un fluoréforo que, en un termociclador que albergue sensores para
medir fluorescencia tras excitar el fluor6foro a la longitud de onda apropiada,
permita medir la tasa de generacion de uno o mas productos especificos (Bartlett
& Stirling, 2003). Dicha medicion, se realiza luego de cada ciclo de amplificaciéon
y es por esto que también se le denomina PCR en tiempo real, es decir, PCR
inmediata o simultanea (Poitras y Houde, 2002).

Fundamento

La PCR cuantitativa se realiza en un termociclador con capacidad de hacer incidir
sobre cada muestra un haz de luz de una longitud de onda determinada y de
detectar la fluorescencia emitida por el fluorocromo excitado. Este termociclador
es un aparato con capacidad para calentar y enfriar rapidamente las muestras, de
modo que se aprovechen las cualidades fisicoquimicas de los &cidos nucleicos y

las enzimaticas del ADN polimerasa.

El proceso de PCR, al igual que la PCR convencional, por lo general consiste en
una serie de cambios de temperatura que se repiten en 25-40 veces, llamados
ciclos, donde cada uno posee un minimo de tres etapas; la primera, en torno a
los 95°C, permite la separacion de los acidos nucleicos de doble cadena; el
segundo, a una temperatura en torno a los 50-60°C, facilita el alineamiento de los
cebadores al ADN molde y el tercero, a 68°C -72°C, permite la polimerizacion

por parte de la ADN polimerasa(Bustin ,2005).
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Tratamiento

El tratamiento de esta infeccién se basa en la vigilancia estricta de aquellos
pacientes cuyo cuadro clinico sea compatible con leptospirosis, identificando
tempranamente la aparicion de signos y sintomas compatibles con formas
severas de la misma, iniciando con el monitoreo de las funciones vitales y de
soporte (que comprende la Vvigilancia de los estados: hemodindmicos,
hidroelectrolitico, acido-basico, renal, pulmonar y neurolégico), asi como el uso
de antibidticos(Ortega Lilia et al.,, 2012).Debe indicarse de inmediato y en
correspondencia con los sintomas del paciente (Sandow y Ramirez, 2005). Debe
ser en los primeros cuatro dias de iniciados los sintomas y constituye adn la
penicilina el farmaco de eleccidén a pesar de la reaccion de Jarisch-Herxheimer
ademas de la doxiciclina, que constituyen los mas utilizados y aceptados en la
practica clinica diaria. En las formas graves se recomienda utilizar una dosis de
1.5 millones de unidades c/6h de Penicilina G sédica intravenosa por 7 dias,
Ceftriaxone 1g c/12h intravenosa por 7 dias o Cefotaxime 1g c¢/6h intravenosa por
7 dias. En la formas moderadas y leves el antimicrobiano de primera eleccion es
la Penicilina G procainica, dosis 1milldon ¢/12h intramuscular por 7 dias, siendo
también  eficaces ampicilina, doxiciclina, cefalosporinas, quinolonas,
aminoglucosidos y otros. La via de administracion y duracién del tratamiento
recomendada dependen de la intensidad del cuadro clinico (Ortega Lilia et al.,
2012; Mir et al., 2010; Zunino, 2007; Daher, 2000).

Los enfermos con leptospirosis grave, pueden presentar complicaciones hepato
renales y respiratorias, las cuales precisan tratamiento dialitico precoz y diario, y
merecen ventilacion mecanica invasiva y protectores. Aquellos con sindrome de
Weil requieren transfusiones de sangre entera, de plaquetas o de ambos tipos
(Harrison, 2006). En estudios realizados y publicados, en casos con Hemorragia
pulmonar difusa incluyen en la terapéutica bolos de metilprednisolona (500mg y
1000mg) o ciclofosfamida con buena respuesta, pero aun no se encuentra en los

protocolos y guias para el tratamiento y control de esta infeccion.
Prevencion

La primera linea de prevencion de la leptospirosis es evitar la exposicion, se debe

evitar tragar agua dulce posiblemente contaminada (de rios, arroyos), asi como
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caminar, nadar, bafiarse o sumergir la cabeza en ella, especialmente después de
periodos de lluvias torrenciales o inundaciones. Evitar el contacto con agua de
inundacién, no consumir alimentos contaminados con esa agua o con orina de
roedores, usar el equipo de proteccion personal adecuado (botas de goma, overol
0 ropa y guantes impermeables) cubrir las heridas abiertas con vendajes
impermeables. Se recomienda hervir el agua para beber, mantener bajo control
las poblaciones de roedores (ratas y ratones) u otras plagas de animales (Adler y
De la Pefia, 2010).

Algunos estudios han demostrado que la quimioprofilaxis con doxiciclina podria
ser eficaz para prevenir la enfermedad sintomética, y podria tenerse en cuenta
para las personas en alto riesgo y con exposiciones breves (Schonfeld A et al.,
2012; Sarkar J et al., 2012).
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Il Material Y Métodos

Disefio de estudio: Observacional de corte transversal descriptivo durante el

periodo enero/2018 a junio/2019.

Universo y muestra: Fueron estudiadas 99 muestras de tejidos de pulmon,
higado y rifidn de 33 fallecidos cubanos con sospechas de leptospirosis, enviados
al Laboratorio Nacional de Referencia de Leptospiras y Brucelas procedentes de
instituciones cubanas de salud; de ellas 39 muestras de érganos frescos y 60

muestras embebidas en bloques de parafina.
Criterios de inclusion:

v" Fragmentos de pulmoén, higado o rindn embebidos en parafina y érganos frescos
de fallecidos cubanos con sospechas clinicas o epidemiolégicas de leptospirosis,
correctamente conservados.

v" Una de las muestras de 6rganos tiene que ser pulmon.

Criterios de exclusion:

v" Fragmentos de tejidos embebidos en parafina u érgano fresco sin identificacion

del érgano de procedencia.

Métodos analiticos

PCR en tiempo real cuantitativa para la deteccién de Leptospira interrogans.

Se utilizé un protocolo de PCR-TR basado en la amplificacion del gen que codifica la
lipoproteina de membrana externa LipL32, que utiliza los cebadores y la sonda

descritos por Villumsen y colaboradores en el 2012 (Villumsen et al., 2012):
LipL32F: 5°- AGA GGT CTT TACAGAATTTCTTTCACTACCT-3'y
LipL32R: 5°- TGG GAA AAG CAG ACC AAC AGA -5

Sonda: FAM - 5'- TCA AAC AGA CAC CAT GGT GCATCT GAC TCC - 3’-BHQ1

La mezcla de reaccion se preparé para un volumen final de 25 pL (15 pL de mezcla
mas 10 pL del extracto de acidos nucleicos). Cada mezcla contenia 11uL de Hot Star
Taq Plus Master Mix 2x, 1 uM de cada cebador, 0,5 uM de la sonda, 0,5 mM de

MgCI2 y suficiente agua ultrapura estéril hasta alcanzar el volumen final.

La amplificacion y andlisis de los resultados se realizdé en un equipo Rotor Gene Q 5-
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Plex-HRM (Qiagen, Alemania), utilizando un programa de un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 min, seguido de 45 ciclos a 94°C durante

15 seg, 60°C durante 1 min con lectura de fluorescencia en el canal verde y una

temperatura final de incubacion de 4°C.

Preparacién de la curva estandar.
Cepa: se empled la cepa de referencia Castellon de L. borgpetersenii serovar

Castellonis.

Extraccion y cuantificacion de acidos nucleicos: se tom6 1mL de la cepa, se
centrifugé durante 30 minutos a 14 000 rpm, se elimind el sobrenadante y el
sedimento se resuspendid en 200 pyL de agua ultrapura con calidad para Biologia
Molecular. Al extracto de acidos nucleicos se le determiné la concentracion de ADN
y pureza a partir de las lecturas de las densidades 6pticas (DO) a 260 nm y 280 nm
en el equipo Colibri Microvolumen Nanodrop Spectrophotometer_(Titertek-Berthol,

PforZheim, Alemania).

La extraccion se realiz6 con el estuche QIAampRDNA Mini Kit (Qiagen, Alemania)
de forma automatizada en el equipo Qiacube (Qiagen, Alemania) segun protocolo
del fabricante. Se afiadieron al equipo de extraccion automatizada los 200 uL
previamente preparados de la cepa, los extractos de ADN finales se obtuvieron en

voliimenes de 100 pL.

Preparacion de los estdndares: al extracto de ADN se le realizaron diluciones
decimales y seriadas en agua ultrapura desde 2x10’ geg/pL hasta 0,2 geqg/pL.
A cada de una de las diluciones (puntos de la curva estandar) de ADN, en réplicas de

tres, se les realiz6 la PCR-TR descrita anteriormente.

Evaluacion de la curva estandar: se evaluaron como valores de desempefio de la
curva el coeficiente de regresion (r?), la pendiente y la eficiencia de la curva estandar
obtenida. El ensayo se considerd valido cuando se obtuvo la amplificacién de, al
menos, dos de las diluciones evaluadas, el control negativo no mostré amplificacion,
el r? de la curva fue >0,98, la pendiente de la curva con un valor cercano a -3,322 y la

eficiencia 1 (www.giagen.com).
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Procesamiento de las muestras de 6érganos.

Las muestras de tejido de rifidn, higado y pulmoén, embebidas en parafina o frescos,

contaban con su identificacion requerida segun tejido y codigo de entrada.
Extraccion de acidos nucleicos.

Para las muestras embebidas en parafina se cortaron fragmentos de 10 um con el
microtomo y posteriormente de forma mas fina con ayuda de un bisturi.
Aproximadamente 50 mg de cada tejido embebido en parafina se sometieron a
extraccion de ADN utilizando el estuche QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Alemania) de
forma automatizada en el equipo Qiacube (Qiagen, Alemania) segun protocolo del

fabricante. Los extractos de ADN finales se eluyeron en volimenes de 100 pL.

A los fragmentos de oOrganos frescos se les corté con ayuda de un bisturi un
fragmento pequefio de tamafio aproximado al de un grano de arroz, se colocaron en
tubos de 2 mL y se les adiciond perlas magnéticas de 5 mm de diametro (Qiagen,
Alemania), se les adicion6 500 pL de solucion tamponada de fosfatos 1X (PBS), y se
procedié a la ruptura mecanica con el equipo Tissuelyser Il (Qiagen, Alemania)
durante 4 min, luego de estar homogenizado bien el tejido se centrifugé a 8 000 rpm
durante 1 min, se tom6 200 uL del sobrenadante y se depositdé en otro tubo de 2 mL.

Los remanentes de las muestras se guardaron a -80°C.

A continuacion se procedié a la extraccion de acidos nucleicos, siguiendo protocolo
empleado para los tejidos embebidos en bloques de parafina.

PCR para la amplificacién de un fragmento del gen que codifica la B- globina

humana.

Cada uno de los extractos de acidos nucleicos obtenidos de las muestras de tejido
se evaluo con la aplicacion de una PCR-TR para la amplificacion de un fragmento de
ADN de 268 pb del gen que codifica la B-globina humana (PCR- B-globina) (Talmaci
et al., 2004). La PCR se realiz6 a partir de una mezcla de reaccion para volumenes
finales de 25 pL (15 pL de la mezcla de reaccion y 10uL de ADN), que contenia 11 pL
de mezcla maestra Hot Start Taq Plus Master Mix 2X (Qiagen, Alemania), 500 nM de
cada cebador (bglob fw 5’- ACA CAA CTG TGT TCA CTA GC - 3/, bglob rv 5’- CAA
CTT CAT CCA CGT TCA CC - 3’), 200 nM de la sonda TagMan FAM - 5’- TCA AAC
AGA CAC CAT GGT GCA TCT GAC TCC - 3- BHQ1, 2,5 mM de MgCI2 (Qiagen,
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Alemania), 200 mM de cada deoxinucléotido trifosfato (ANTP) (Qiagen, Alemania) y
suficiente agua ultrapura estéril hasta alcanzar el volumen final. Se utiliz6 como
control positivo un extracto de ADN a partir de células Hela donadas por el laboratorio

de cultivo celulares del IPK y como control negativo agua ultrapura estéril.

La amplificacion se realiz6 en el equipo Rotor Gene Q 5-Plex-HRM (Qiagen,
Alemania), utilizando como programa: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C
durante 5 min, seguido de 50 ciclos de 94°C durante 15 seg, 60°C durante 1min con

lectura de fluorescencia en el canal verde y una temperatura de incubacion final de
40cC.

Estimacién de la carga bacteriana de infeccidén por leptospiras patdégenas en
pulmon, rifidn e higado de humanos fallecidos por leptospirosis.

Los extractos de ADN que resultaron positivos por la PCR-B-globina se sometieron a
la PCR-TR cuantitativa para la deteccibn de leptospiras patdégenas, descrita
anteriormente.

Se emplearon los estandares preparados previamente a partir de la cepa de
referencia y como control negativo agua para Biologia Molecular. Se determiné la

positividad y carga bacteriana (geg/jL) para cada tejido.

Las cargas bacterianas, segun criterio opinatico del equipo de investigacién y con
objetivos estadisticos posteriores se agruparon en los siguientes rangos:

no detectable

0,1-10 genomas equivalentes/uL

11-100 genomas equivalentes/pL

2101 genomas equivalentes/uL

Relacion de variables clinicas con la positividad y carga bacteriana por

organos.

Se describi6 la positividad por 6rganos, asi como la carga bacteriana atendiendo a
las manifestaciones clinicas segun érganos afectados en los fallecidos para los que al

menos se obtuvo una muestra de tejido positiva.

Descripcion de los dafios histopatoléogicos en muestras de pulmoén, rifién e
higado humanos infectados por leptospiras y su relacion con la carga

bacteriana n=7.
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A los tejidos embebidos en parafina que resultaron positivos por la PCR en tiempo
real cuantitativa se les realiz6 nuevos cortes para el estudio histopatolégico por las
técnicas de tincion convencionales de hematoxilina y eosina (Stanly et al., 2000) lo

gue permitio describir las lesiones observadas para cada 6rgano.

A partir de la discusion en grupo con objetivos estadisticos posteriores, se realizo el
andlisis del grado de afectacion observado en los cortes de los oOrganos y se
clasificaron en: leve, moderado y severo, los que de forma cualitativa se relacionaron

con el nivel de carga bacteriana detectada previamente.

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos para cada una de las muestras se introdujeron en una base
de datos disefiada al efecto mediante el empleo del programa Excel (Microsoft
Office). Para el andlisis de los mismos se utilizaron medidas de estadistica descriptiva
(porcentajes) y de tendencia central (mediana). Fue utilizado el programa SPSS v.21

para la comparaciéon de proporciones y medianas en muestras independientes.
Operacionalizacion de las variables

Para dar cumplimiento a los objetivos de la investigacion se estudiaron las variables

gue se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Operacionalizacion de las variables

Clasificacion ) Definicion de
Categorias de la )
. de las categorias de la
Variables _ escala
variables escala
Cualitativa _ ]
. -Masculino Segun sexo
sexo nominal _ o
. -Femenino bioldgico
dicotomica
18-30 afios
o 31-40 afios Se tendra en
Cuantitativa .
Edad _ 41-50 afos cuenta la edad en
continua . . _
51-60 afos afios cumplidos.
= 60 afos
Antecedentes de Cualitativa Si Segun
vacunacion contra la [nominal no informacion del
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Clasificaciéon

Categorias de la

Definicién de

de las categorias de la
Variables escala
variables escala
leptospirosis modelo de envio
de muestras
Segun
Cualitativa Rural informacion del
Lugar de residencia
nominal Urbano modelo de envio
de muestras
Segun
Antecedentes Cualitativa Si informacion del
Patologico Personales [nominal No modelo de envio
de muestras
Generales, Segun
Manifestaciones Cualitativa respiratorias, informacion del
clinicas nominal renales, modelo de envio
hepéticas de muestras
Pinar del Rio
Artemisa
Mayabeque
La Habana
Matanzas
Cienfuegos
Villa Clara Segun
Provincia de Cualitativa Sancti Spiritus informacion del
residencia nominal Ciego de Avila modelo de envio
Camagley de muestras
Las Tunas
Holguin
Granma

Santiago de Cuba
Guantanamo
de

Isla la
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Clasificacion . Definicion de
Categorias de la .
. de las categorias de la
Variables ' escala
variables escala
Juventud

Consideraciones éticas

Este trabajo responde a una de las tareas del proyecto institucional: Evaluacion del
pulmon como 6rgano diana de la infeccion natural por leptospiras patdgenas. Jefe del
proyecto: Dr.C Islay Rodriguez Gonzéalez. El Protocolo de tesis fue evaluado y
aceptado por la Comisién Cientifica Especializada de Microbiologia (CCEM) y
Comité de Etica Institucional (CEI-IPK 22-18.)

Se cumplieron las medidas de bioseguridad establecidas para el trabajo y
manipulacion de microorganismos y muestras segun los niveles de riesgo
establecidos por la Comision Nacional de Seguridad Biologica en la Resolucion
38/2006.

La informacion fue conservada con caracter confidencial. No se reveld la identidad de
los individuos fallecidos de los que se recepcionaron muestras clinicas para su
estudio. Los datos solo estuvieron accesibles a los investigadores participantes en el
estudio. Los resultados de la prueba molecular se utilizaron s6lo por el equipo de

investigacion con fines cientificos.

Para esta investigacion no se requirié de consentimiento informado pues la aplicaciéon
de una prueba molecular ya estd incluida en el algoritmo confirmatorio de

leptospirosis humana en fallecidos en Cuba.

Toda la informacion relacionada con esta investigacion en general se encuentra en
formato electronico, conservada y protegida por el responsable del proyecto en el
Laboratorio Nacional de Treponemas y Patdégenos Especiales del IPK. Se realizaron

copias (salvas) de la informacion.
Limitaciones del estudio

Entre las principales limitaciones del estudio esta el nUmero pequefio de muestras
estudiadas, dado por la casuistica de fallecidos con sospechas clinicas y

epidemioldgicas de leptospirosis durante el periodo de estudio. Los resultados de las
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cargas bacterianas y la descripcion de los dafios histopatolégicos estan en funcion
del corte o fragmento del tejido estudiado y no del 6rgano en sentido general.
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IV Resultados y Discusion

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa aguda ampliamente distribuida a
nivel mundial, afecta al hombre y a diferentes especies animales, tanto silvestres
como domeésticos y debido a las afecciones que causa en estos, asi como por su
repercusion econdémica en los paises desarrollados y en vias de desarrollo,
constituye una preocupacion importante y permanente para la medicina humana
y veterinaria (Adler, 2015).

Durante los Ultimos afios se ha comenzado a reportar al pulmén como érgano
diana fundamental de la infeccién por leptospiras, sustentado en el sindrome
hemorragico pulmonar asociado a leptospirosis (SHPAL) (Gouveia et al., 2008;
Assimakopoulos et al., 2012); hecho interesante pues rompe con el paradigma
previamente establecido de que rifion secundado por higado, se presentaban

como los 6rganos dianas principales de las leptospiras patégenas (Faine, 1982).

En la presente investigacion se estudiaron 33 fallecidos cubanos con sospecha
de leptospirosis, segun se muestra en la tabla 1 el 21,2% eran del sexo femenino
y el 78,8% masculino, los cuales pertenecian a 12 provincias de nuestro pais
correspondiente a las tres regiones (oriente, centro y occidente). Se puede
apreciar que el predominio del sexo masculino puede deberse a que este grupo
genérico se vincula con mayor frecuencia a actividades laborales consideradas
como de riesgo para contraer la infeccién por Leptospira spp. Esta asociacion es
reportada por numerosos autores (Cruz, 2002; Verdasquera, 2009; Cairo y
Vazquez, 2018). Las edades mas afectadas se encontraban fundamentalmente
en los mayores de 60 afios, seguidas por el grupo etareo de 51-60 afios de edad
coincidiendo este resultado con lo reportado por (Verdasquera 2009, Cairo y
Vazquez, 2018) y solo el 3% se encontraba vacunado contra la enfermedad,
siendo el area urbana la mas afectada. Las manifestaciones clinicas mas
frecuentes resultaron ser las hepaticas seguidas de las respiratorias y luego

renales.
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Tabla 1. Caracterizacion de los fallecidos sospechosos de leptospirosis

humana.

Variables socio-demograficas y

epidemiologicas (n=33) No. |%
Provincia Artemisa 3 9,1
Camaguey 1 3,0
Ciego de Avila |3 9,1
Granma 2 6,1
Guantanamo 1 3,0
La Habana 12 |36,4
Matanzas 1 3,0
Mayabeque 1 3,0
Pinar del Rio 2 6,1
Sancti Spiritus 3 9,1
Santiago de
Cuba 3,0
Villa Clara 3 9,1
Sexo Masculino 26 |78,8
Femenino 21,2
Rango de |18-30 4 12,1
edades de|31-40 9,1
fallecidos 41-50 4 12,1
(afios) 51-60 10 (30,3
>60 12 36,4
Ocupacion Ama de casa 7 21,3
Estudiante 1 3,0
Jubilado 6 18,2
Obrero agricola |17 |51,5
Cuenta propista |2 6,1
Vacunacion Vacunado 1 3,0
No Vacunado 32 97,0
Manifestaciones | Renales 12 |36,4
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clinicas Respiratorios 16 |48,5

Hepaticas 22 66,7
Lugar de |Urbano 18 |54,5
residencia Rural 15 |455

La deteccidn de leptospiras en muestras de fallecidos con sospecha clinica y
epidemioldgica de la infeccidon esta sustentada en la realizacién de tinciones con
caracter presuntivo como la de Hematoxilina-Eosina, el cultivo bacteriolégico que
a pesar de ser confirmatorio posee una probabilidad de éxito muy baja dado el
alto grado de contaminaciones presentes en organos frescos, ademas del lento
crecimiento de las leptospiras, y finalmente las herramientas de biologia
molecular sobre todo aquellas basadas en PCR que aunque han sido poco
desarrolladas para este tipo de muestra, prometen constituir la piedra angular en

la confirmacion post-mortem de la infeccion por leptospiras.

La PCR como técnica molecular de amplificacion de ADN se ha caracterizado por
un rapido funcionamiento y una alta sensibilidad de reconocimiento, al permitir la
deteccion de un patégeno determinado a partir de la presencia de pocas copias
de ADN del mismo en la muestra de partida (Cerar et al., 2008). Por su parte los
ensayos de PCR en tiempo real, mayormente utilizados en la actualidad en
paises con recursos para ello, han reportado valores de sensibilidades
sumamente buenos que oscilan desde 10 hasta 1 geqg/pL (Levett, 2005; Subharat
et al.,, 2011). Ademas, el numero de espiroquetas en tejidos de fallecidos por
leptospirosis, atendiendo a la patogenia de la infeccidén, debe ser mayor que en
sangre, donde se reportan 16x10° leptospiras/mL como promedio (Agampodi et
al., 2012), por tanto la PCR debe funcionar sin problemas en las muestras de

tejidos.

La deteccién de ADN en muestras de fallecidos constituye un reto que se ha
mantenido a través de los afios, no solo por lo fastidioso de las muestras en
cuestion y el considerable namero de inhibidores de la PCR que pudieran estar
presentes, sino por los requisitos que deben cumplir las PCR sobre todo aquellas

disefiadas para muestras embebidas en bloques de parafina.
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La PCR como técnica molecular de amplificacion de ADN se ha caracterizado por
un rapido funcionamiento y una alta sensibilidad de reconocimiento, al permitir la
deteccién de un patdgeno determinado a partir de la presencia de pocas copias
de ADN del mismo en la muestra de partida (Cerar et al., 2008). Sin embargo, la
PCR como reaccién multietapa puede verse afectada por disimiles razones como
son: la presencia de sustancias inhibitorias en la matriz de la muestra clinica,
errores técnicos a la hora de preparar las mezclas de PCR, actividad pobre de la
ADN polimerasa debido a conservacion inadecuada de la misma, el mal

funcionamiento del termociclador, entre otras (Radstrom et al., 2003).

Los inhibidores pueden bloquear la actividad enzimatica de las ADN polimerasas
afectando la disponibilidad de cofactores requeridos por esta actividad, inducen la
degradacion o captura de los acidos nucleicos o interfieren con el paso de lisis
celular durante el proceso de extraccion del ADN (Champlot et al., 2010). Por
ejemplo, cualquier sustancia que reduzca la disponibilidad de Mg** o interfiera
con su unién a la ADN polimerasa, puede inhibir la PCR (Bessetti, 2007). Las
ADN polimerasas presentan diferencias €0 cuanto al grado de sensibilidad o
resistencia que manifiestan frente a la accién de los inhibidores de la PCR. Se ha
demostrado que la Tag polimerasa es mas sensible a la accién de los inhibidores
qgue otras polimerasas termoestables como la Tth polimerasa, de Thermus
thermophilus, y la Tfl polimerasa de Thermus flavus. Esto corrobora la afirmacion
de que el grado de inhibiciébn de la PCR depende del tipo de polimerasa

termoestable usada en la reaccién (Wiedbrauk, 1995).

Otro factor importante es el método de extraccibn de &cidos nucleicos
empleado, debido a que los inhibidores de las polimerasas de ADN pueden ser
extraidos conjuntamente y la calidad y cantidad de la secuencia blanco

condicionan los pasos siguientes (Vinayagar moorthy et al., 2015).

Los inhibidores de la PCR pueden encontrarse en las muestras originales y
pueden ser afladidos ademas a la mezcla de reaccion durante el procesamiento
de la muestra, previo a la amplificacion del ADN, entre ellos se encuentran los
reactivos usados durante el paso de extraccion y purificacién del ADN, ejemplos
conocidos son el etanol, fenol, isopropanol, detergentes id6nicos como el

desoxicolato de sodio, sarcosil y duodecil sulfato de sodio (SDS, siglas en inglés
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de Sodium Duodecil Sulphate); algunas sales cuando se encuentran en exceso
en la mezcla de reaccion pueden tener accion inhibitoria sobre la amplificacion de
los acidos nucleicos, como KCI, NaCl, entre otras (Bessetti, 2007), y las
sustancias que se liberan del poliestireno después de la exposicion de las pipetas
a la luz ultravioleta durante su decontaminacion también pueden inhibir la
amplificacion del ADN. Los controles internos de amplificacion han sido
ampliamente utilizados durante el desarrollo y aplicaciéon de las herramientas
moleculares basadas en PCR para la deteccion de microorganismos en muestras

clinicas (Radstrom et al., 2003).

La amplificacién de un fragmento del gen que codifica la B-globina humana ha
sido utilizada como control interno no competitivo, los que han sido ampliamente
utilizados en ensayos de PCR con fines diagnosticos, a diferencia de los
controles internos de tipo competitivos que suponen una competencia entre el
material genético utilizado como control interno y el ADN diana por los cebadores,
provocando una disminucion en el limite de deteccion del ensayo y por tanto en

la eficiencia de amplificacion (Hoorfar et al., 2004).

La PCR-RT para el gen que codifica la B-globina humana ha sido utilizada en
gran medida para comprobar la eficiencia de la extraccién de &cidos nucleicos en
muestras clinicas con una considerable fraccion de células humanas en su
composicién (Vinayagamoorthy et al., 2015; Melo et al., 2016). La B-globina
humana esta compuesta por cadenas polipeptidicas que forman parte de una de
las subunidades proteicas de la hemoglobina (Brandan et al., 2008), esta proteina
globular se encuentra en altas concentraciones en los hematies o globulos rojos
(Ruiz et al., 2003, Weatherall et al., 2001).

La PCR B-globina mostro la eficacia de la extraccion de acidos nucleicos de cada
muestra de tejido en el presente estudio, asi como la ausencia de inhibidores en

los extractos de ADN para la reaccion de amplificacion.

Al aplicar la PCR en tiempo real cuantitativa a los tejidos en estudio se obtuvo
positividad en el 36%(12/33) de los fallecidos, similar a los resultados de los
estudios anteriores en Cuba, Rodriguez et al., 2013, durante el periodo 2008-
2011 reporté 32%(16/50) de positividad en organos frescos, Noda et al., 2014
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reporté 36% (16/44) en Organos frescos y en igual periodo 50% (12/44) en
organos embebidos en parafina.

El 91,6% (11/12) de los fallecidos con resultados positivos asistieron a su primera
consulta médica a los hospitales provinciales y solo el 8,4% recibié atencion
médica en el policlinico de su &rea de salud. Demoraron entre 1-7 dias (mediana
5 dias) de iniciado los primeros sintomas para asistir a consulta médica, lo que
conlleva a tardanza en imponer el tratamiento correcto con antibiéticos, asi como
conducta a seguir segun el cuadro clinico en ese momento. Estos resultados
discreparon con los encontrados en el trabajo de Verdasquera, 2010 para el cual
solo ocurrié en el 56% y en el reportado por Cairo y Vazquez, 2018 solo el 29%
demoraron en asistir a consultas 4 dias, lo que implica un prondstico
desfavorable para la recuperacion de un paciente con leptospirosis, porque a
partir de ese tiempo se pueden presentar fallos multiorganos, lo que es
incompatible con la vida.

De los fallecidos en estudio el 58,4% (7/12) tuvieron diagndstico presuntivo de
leptospirosis complicada al ingreso, el 25% de leptospirosis asociada a otras
patologias y solo el 16,6% se diagnostic6 como leptospirosis leve e igual
porcentaje a otras infecciones no asociadas a la zoonosis referida. El 25% de los
pacientes presentaron una evolucion fatal en menos de 24 horas después de
realizado el ingreso hospitalario, el 58,4% entre 24 y 72 horas, s6lo un 16,6% en

un lapso de tiempo mayor de 72 horas (ver tabla 2).
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Tabla 2. Fallecidos por leptospirosis segun indicadores de asistencia

médica seleccionados.

_ No de fallecidos
Variables
(%)
Lugar de la primera Hospital 11(91,6)
consulta [
Policlinico 1(8,4)
Consultorio médico 0(0,0)
No recogido el dato 0(0,0)
Total 12(100)
Tiempo  Transcurrido Menos de 24 horas 0(0,0)
entre el inicio de los
_ Entre 24 y 72 horas 3(25)
primeros sintomas vy
primera consulta Mas de 72 horas 9(75)
No recogido el dato 0(0,0)
Total 12(100)
Tiempo transcurrido Menos de 24 horas 3(25)
entre el ingreso y el
Entre 24y 72 horas 7(58,3)
deceso
Més de 72 horas 2(16,6)
No recogido el dato 0(0,0)
Total 12(100)

En la tabla 3 se puede apreciar que el 50 % de los fallecidos fueron
diagnosticados al ingreso con sospecha de leptospirosis grave y solo el 16,8%
con el diagnéstico de leptospirosis leve. Sin embargo, el 8,33% presentaban
leptospirosis graves asociada a otras patologias complicadas al ingreso, igual

porcentaje de causas infecciosas de etiologia variadas, como infeccion urinaria y
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dengue complicado. Ello demuestra que en el 75% de los fallecidos se penso en
leptospirosis, lo que indica buena percepcion sobre esta enfermedad en las
instituciones cubanas de salud.

Tabla 3. Diagndsticos al ingreso de los pacientes positivos a leptospirosis.

Diagndstico  presuntivo al # de Fallecidos (%)

ingreso(n=12)

Leptospirosis Grave 6 (50)
Leptospirosis Grave
Bronconeumonia Bacteriana 1(8,33)

Extrahospitalaria, Insuficiencia

Renal Aguda

Leptospirosis leve 2 (16,8)
Leptospirosis Complicada y 1(8,33)
Shock Séptico

Infeccion Viral, Infecciéon del 1 (8,33)

tracto urinario

Dengue hemorragico 1(8,33)

Entre los fallecidos el 25% eran sanos, el resto tenian como antecedentes una
enfermedad previa a la leptospirosis. La hipertension arterial fue la mas frecuente
(41,6%), seguida de diabetes mellitus (0,8%), insuficiencia cardiaca congestiva
(0,8%), epilepsia (0,8%), gota (0,8%), colitis ulcerativa (0,8%), encontrdndose
ausente esta informacion en la microhistorias de dos fallecidos (ver tabla 4).
Estudios similares demuestran la presencia de factores de riesgos vy

enfermedades asociadas previas a la infeccion.
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Tabla 4. Enfermedades crénicas no transmisibles de los fallecidos.

Antecedentes patolégicos | # de
personales (n=12) Fallecidos
(%)
Hipertension arterial 5 (41,6)
Diabetes Mellitus 1(0,8)
Insuficiencia Cardiaca 1(0,8)
Congestiva
Epilepsia 1(0,8)
Gota 1(0,8)
Colitis Ulcerativa 1(0,8)
Sanos 3 (25)
Sin datos recogidos 2 (16,6)

Al estudiar la positividad segun érganos, se obtuvo el 30% (10/33) en las
muestras de rifidn, seguida de pulmén e higado con 21% (7/33) cada uno, no
mostrando diferencias estadisticas significativas entre ellas (p>0,05). Esta
positividad encontrada segun 6érganos difieren de lo reportado en estudios
anteriores, Rodriguez et al., 2013 y Noda et al., 2014 encontraron que el érgano
de mayor positividad en muestras embebidas en parafina, resulto ser el pulmén, a
pesar de no encontrarse diferencias estadisticas significativas respecto al resto
de los tejidos (p>0,05)

De los doce fallecidos confirmados con leptospirosis, se detecté en cuatro de
ellos positividad en rifidn, pulmon e higado, en tres en rifidon e higado y en uno en

rifion y pulmon (Figura 1)
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Figura 1. Numero de fallecidos con sospechas de leptospirosis humana positivos
por PCR-TR cuantitativa, segun érganos (enero 2018 - junio 2019)

Teniendo en cuenta la carga bacteriana segun 6rganos, las mayores cifras se
presentaron en higado, las cuales oscilaron entre 2,17 y 1 040 geqg/pL con una
mediana de 752 geq/uL, seguido por pulmén donde las concentraciones variaron
de 1,06 geg/puL a 140 geg/pL con una mediana de 101 geg/pL y en rifibn con
cargas bacterianas entre 0,67 y 400 gen/uL, con una mediana de 21,8 copias/pL.
Segun la literatura cientifica revisada no existe nada publicado en relacion a la
carga bacteriana por leptospiras en muestras de o6rganos de fallecidos con
sospecha clinica de leptospirosis, lo que dificulta la posibilidad de comparacion
de los resultados encontrados en esta investigacion. Estudios similares se
encontraron en un estudio experimental, realizado por Wunter et al., 2016, a
través de la inoculacioén intraconjuntival de cepas de leptospiras en hamster, los
mostraron que las mayores cargas bacterianas se encontraban en el higado, con

valor de 1x10’ geq.

En un estudio previo en Cuba, se utilizo esta PCR real cuantitativa para el

diagnéstico temprano de leptospirosis en pacientes con sospecha de
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leptospirosis en muestras de suero, donde se obtuvieron cargas que oscilaron
entre 3,43 y 59,37 geq/pL.

En la tabla 5 se muestran las manifestaciones clinicas en los 12 fallecidos
positivos a leptospirosis. Como se aprecia mostraron variadas manifestaciones
clinicas; el 100% presento fiebre, seguidos de mialgias y disnea, so6lo 5 de los
fallecidos estudiados presentaron cefalea, diarreas, tos e ictero, el resto de
sintomas y signos fueron en menor cuantia. A diferencia de lo reportado por
Valencia et al.,, 2014 y por Tobias, 2009, donde muestran afectacion de los
pacientes por fiebre en el 100%, seguidos por cefalea, mialgias, artralgias con
igual porcentaje como sintomas y signos clinicos mas frecuentes en la primera

fase de la enfermedad.
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Tabla 5. Relacion de los sintomas y signos clinicos asociados en los
fallecidos positivos a leptospirosis.

TOTAL
Variables clinicas
de los fallecidos con (n=12)
la positividad

No. %

Fiebre 12 100,0
Mialgia 10 83,3
Disnea 8 66,7
Cefalea 5 41,7
Diarreas 5 41,7
Ictero 5 41,7
Tos 5 41,7
Voémitos 4 33,3
Dolor Abdominal 4 33,3
Artralgias 3 25,0
Inyeccién Conjuntival 3 25,0
Escalofrios 3 25,0
Alteraciones 1 8,3
neuroldgicas

Al analizar la relacién entre las manifestaciones clinicas con la positividad y carga
bacteriana segun érganos se constato que de los 12 fallecidos confirmados, solo
cuatro presentaban sintomas renales y en tres de ellos se detectd positividad a
leptospira en rifidn con cargas bacterianas que oscilaron entre 11-100 geqg/uL, la

muestra de rindn del otro fallecido resulté negativa; aunque se detectd positividad
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en el pulmdn de este, resultado que justifica los sintomas respiratorios reportados
en el mismo. Sin embargo, en siete de los ocho fallecidos para los que no se
describieron manifestaciones renales se detectaron leptospiras (dos con cargas

entre 0,1-10 geg/uL, dos entre 11-100 geg/uL y tres con cargas superiores a 101
geq/uL).

En ocho de los fallecidos se presentaron manifestaciones hepaticas y en siete de
ellos se detectaron leptospiras en higado (con cargas entre 0,1-10 geq/pL en tres
de los fallecidos, 11-100 geqg/uL en uno y superiores a 101 geqg/uL en tres). El otro
fallecido con manifestaciones hepaticas y leptospiras no detectables en higado,
presentd positividad en pulmdn con manifestaciones respiratorias. Los restantes
cuatro fallecidos para los que no se describieron sintomas y signos hepaticos
tampoco se detectaron leptospiras en las muestras de tejidos de higado.

En cuanto a las manifestaciones clinicas respiratorias, estas se reportaron en
nueve de los fallecidos, de los cuales cinco presentaron leptospiras en pulmén,
con cargas que oscilaron de 0,1-10 geq/pL en cuatro de ellos y 11-100 geqg/uL en
el otro. Los restantes cuatro fallecidos con signos o sintomas respiratorios
resultaron negativos a leptospiras en pulmdn; aunque se detectaron leptospiras
en sus rinones, presentando uno de ellos manifestaciones renales; ademas se
obtuvo positividad en higado en dos de ellos para los que se habian recogido
manifestaciones hepaticas. Solo tres fallecidos carecian de sintomas y signos
respiratorios aunque tenian positividad en pulmén dos de ellos, con cargas entre
11-100 geq/pL y >101 geq/pL, este ultimo presenté también manifestaciones
hepaticas con positividad en higado y rifién, siendo la mayor carga bacteriana en
higado, seguida de pulmon y rifidn.

Estos hallazgos sugieren que la presencia de leptospiras en higado y pulmén
conlleva a manifestaciones clinicas hepaticas y respiratorias, respectivamente,
mientras que la presencia de leptospiras en rifion no se traduce necesariamente
en manifestaciones renales, lo que sugiere que el rifion actia como organo de
mantenimiento de las leptospiras.

Al analizar los valores de las cargas bacterianas respecto al tiempo de deceso, se
comprobdé que los tiempos entre el comienzo de los primeros sintomas y deceso
variaron entre 5 y 13 dias con una mediana de 6 dias. Como se puede apreciar

en la figura 2, las cargas bacterianas en higado y pulmén disminuyen con el
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transcurso del tiempo, no asi en rifidbn donde la variacién es minima, ello apoya la
observacion mencionada anteriormente al sugerir al riidn como 6rgano de

mantenimiento de las leptospiras.

Estos resultados se corresponden con lo experimentado en hamster, donde las
cargas bacterianas son detectables a partir del dia tres, se incrementan hasta el
dia ocho y luego disminuyen (Wunter et al., 2016). Fenomeno similar fue
reportado por Rojas 2018 al estudiar carga bacteriana en muestras de sueros de
pacientes con leptospirosis temprana, donde los valores disminuyeron con el

tiempo.
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Figura 2. Relacion entre carga bacteriana y tiempo de deceso por

leptospirosis.

En la presente investigacion las muestras de tejidos embebidos en parafina de
los fallecidos que resultaron positivas a leptospirosis (n=7), se enviaron al
departamento de Anatomia Patolégica donde se le realizaron las tinciones de
Hematoxilina-Eosina (tincibn convencional con colorante nuclear), permitiendo

tefir el nucleo de la célula de color azul oscuro y el citoplasma de color rosado.
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Las muestras de tejido fresco no se procesaron porque no estaban en
condiciones apropiadas para observar caracteristicas morfolégicas.

En la tabla 6 se resumen los hallazgos histolégicos generales y especificos
descritos para cada muestra de Organo estudiada. Entre los hallazgos
histolégicos encontrados a nivel del rifion se describio en el 85,7% de los
fallecidos congestion severa y en el 57,1% infiltrado inflamatorio, siendo el 71,4%
los que presentaban necrosis tubular aguda. A nivel pulmonar se destaco en el
42,8% éareas de atelectasia y el 100% presentaron hemorragias a nivel del
organo, ademas de edema pulmonar en el 57,1%. Los hallazgos encontrados a
nivel hepéatico mostraron en el 85,7% de los fallecidos inflamacion portal y
esteatosis hepética en el 57,1%; en el 71,4% se evidenciaron colestasis

Intrahepéticas y en el 100% de las muestras alteracion en el patron arquitectural.
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Tabla 6. Alteraciones histoloégicas segun 6rgano afectado por leptospiras(n=7)

Organo Hallazgos Numero de Hallazgos NUumero
histolégicos  fallecidos histol6gicos de
con la fallecidos
condicion con la
condicion
Rifién Congestion 6 Hemorragia 1
Severa
Infiltrado 4 Tumefaccion 0
Inflamatorio Turbia
Nefrosis 2 Necrosis 5
osmotica Tubular
Aguda
Pulmon Areas de 3 Hemorragia 7
Atelectasia
Congestién 2 Edema 4
Pulmonar Pulmonar
Enfisema 2 Neumonia 0
Atipica
Infiltrado 2
Inflamatorio
Pulmon 1
Estasis
Cronico
Higado Colestasis 1 Alteracion del 7
Patrén
Arquitectural
Necrosis 6 Separacion 2
medio Zonal de los
Hepatocitos
Inflamacion 4 Colestasis 5
Portal Intrahepéticas
Anisonucleosis 1
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Esteatosis 4
Hepaticas

Teniendo en cuenta la aproximacion a una clasificacion sugerida para evaluar el
dafio histolégico ocasionado en cada 6rgano y su relacion con la carga
bacteriana se obtuvo, segun se aprecia en la tabla 7, que los dafios identificados
como leves se presentaron fundamentalmente en pulmon, a pesar de contar con
carga no detectable o baja. Los dafios considerados como moderados se
evidenciaron en higado y pulmén de cuatro de los fallecidos, con cargas
bacterianas altas y superiores en relacién al rifion. En cuatro de los fallecidos se
describieron dafios severos en higado aunque las cargas bacterianas fueron no
detectables o clasificadas como bajas; sin embargo, solo un fallecido tuvo

afectacion con carga bacteriana alta a nivel del rifidn.

Tabla 7. Hallazgos histolégicos a nivel visceral y su relacién con la carga
bacteriana

o Rango de la No de fallecidos (n=7)
Clasificacion

_ carga
del dafio _ . ) ]
bacteriana Rifibn  Higado Pulmon

(geq/pL)

No detectable
0,1-10
11-100

>101

No detectable
0,1-10
11-100

>101

No Detectable
0,1-10
11-100

>101

histopatoldgico

Leve

Moderado

Severo

R O O O O K N N O O B+ O©
O O NN N N P O O O O O ©
O O O O N O DN P O O P -
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Los resultados anteriores demuestran que los tres 6rganos estudiados en esta
investigacion tuvieron afectacion por la infeccion bacteriana; sin embargo, el
higado present6é mayor grado de severidad en los fallecidos a pesar de
encontrarse con cargas no detectables o bajas. Se ha planteado recientemente
que el desarrollo de casos severos depende fundamentalmente de tres factores;
condiciones epidemioldgicas, susceptibilidad del huésped y virulencia del agente

patogeno.

La letalidad de la enfermedad en Cuba esta alrededor del 3%, dependiendo el
prondstico tanto de la virulencia del microorganismo como del estado general del
paciente. Se han aislado recientemente sustancias nocivas producidas por el
microorganismo, inicialmente hipotéticas, como el factor citotéxico, que lesiona el
endotelio vascular produciendo vasculitis y enzimas hemoliticas que dafan la
membrana del eritrocito, se realza la importancia del endotelio vascular en la
patogénesis, dada la vasculitis capilar, el depdsito en éste de inmunocomplejos
circulantes y complemento con produccién de dafio tisular, ademas de la
activacion patoldgica del mecanismo de la coagulacion por el endotelio vascular

lesionado.

Se ha planteado ademas, que la gravedad de la lesion pueda ser proporcional a
la intensidad de la respuesta inmune. Por ejemplo, en el higado cuando comienza
la formacion de anticuerpos, las leptospiras se refugian en el interior de la célula y
luego comienzan a desaparecer tempranamente con la evolucion de la

enfermedad.

El dafio en el tejido pulmonar se explica por dos mecanismos: la produccion de
endotoxinas por parte del microorganismo, las cuales median la vasculitis capilar,
gue es causa probada de la hemorragia pulmonar, o por citocinas producidas por
el huésped como consecuencia de la induccion de la respuesta inmune por parte
del patogeno; incluso, ambos podrian explicar dicho dafio (Marchiori et al.; 2011).
En pacientes fallecidos con sindrome pulmonar hemorragico por leptospirosis, se
han encontrado depdsitos de inmunoglobulinas y de la fraccibn C3 del
complemento en la superficie de los alvéolos. Ademas, la sobreproduccion de los

derivados del oxido nitrico explica el dafio de los vasos sanguineos y la
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infiltracion celular que desencadena la neumonia intersticial con edema franco y

hemorragia (Croda et al., 2010).

Los resultados de esta investigacion son similares a los reportados por Agudelo
et al. 2014, en Medellin, Colombia, en un estudio experimental en hamster,
realizado tras la inoculacion intraperitoneal de un aislado obtenido a partir de un
hemocultivo de un paciente. Ellos encuentran como hallazgos histopatol6gicos en
el tejido del pulmén congestion y hemorragia alveolar, y a nivel del rifidén
describen congestién y glomerulonefritis con necrosis tubular aguda. Por otra
parte Zhang et al, 2012, reportan congestion y hemorragia alveolar a nivel

pulmonar y necrosis tubular aguda en rifién.

Similares reportes obtienen también Lemus et al., 2017, en una investigacion
experimental en rata Wistar gestantes inoculadas con leptospiras realizada en
Pinar del Rio, Cuba. Se inoculd por via intraperitoneal 2 mL que contenian 3 x
10° leptospiras/mL de leptospiras de los serogrupos Icterohaemorrhagiae,
Canicola y Pomona. Entre los dafios en los 6rganos estudiados se describi6 el
predominio de trastornos circulatorios con vasculitis, congestion y hemorragias en
higado, pulmén vy rifion.

Segun lo reportado por Sacc et al. 2006, en Bogota, Colombia, en un estudio de
un fallecido, que a pesar de su tratamiento tuvo un desenlace fatal, se observaron
alteraciones histolégicas caracterizadas por disociacion de hepatocitos con
cambios reactivos y necrosis focal a nivel hepatico; en el rifién, engrosamiento de
las asas capilares, con infiltrado linfoplasmocitario intersticial; y en el parénquima
pulmonar edema intraalveolar, congestion y leve infiltrado inflamatorio linfocitario,
similares hallazgos encontrados en esta investigacion.

Para la patogénesis de las anormalidades pulmonares en la leptospirosis se han
postulado dos mecanismos, uno asociado a toxinas de leptospira y otro mediado
por la respuesta inmune del huésped. El mecanismo asociado a toxina surge a
partir del estudio de los tejidos pulmonares, los cuales muestran un recuento
mucho menor de leptospiras que los hallados en tejido hepatico o renal, lo que

sugiere una exposicion a toxinas circulantes producidas en sitios distantes.

El segundo mecanismo surge de algunos estudios que demuestran que titulos

altos de IgG mayores a 400 se asocian a manifestaciones mas severas de la
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enfermedad tanto a nivel pulmonar y renal, lo cual pondria en evidencia que hay
un relacién de la severidad de la enfermedad con la intensidad de la respuesta

inmune del huésped frente a las leptospiras.

Esta investigacion, en sentido general es pionera en el estudio de las cargas
bacterianas por leptospiras en 6rganos diana de la infeccidn por este agente en
humanos fallecidos por leptospirosis, su relacion con los dafios histoldgicos y su
traduccion en manifestaciones clinicas especificas de cada 6rgano afectado,
existiendo solo informacion a partir de estudios experimentales en modelos
animales. Los resultados de este estudio permiten comprobar y aceptar la
hipotesis propuesta, resaltando la necesidad de incluir de forma definitiva al
pulmén junto a rifibn e higado como los 6rganos dianas principales para la

infeccion por leptospiras patégenas.
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V. Conclusiones

1. Se verifica la afinidad de las leptospiras patdégenas por rifidn, higado y
pulmon; con cargas bacterianas superiores en higado seguido de pulmén y
rindn (aunque no soportado estadisticamente). Esto demuestra el nivel de
infeccion por leptospiras en los érganos estudiados.

2. La presencia de leptospiras, con independencia de la carga bacteriana, en
higado y pulmén se relaciona con la apariciéon de sintomatologia hepatica y
respiratoria; mientras que la presencia de la bacteria en riidn no se
traduce necesariamente en manifestaciones clinicas renales.

3. La presencia de leptospiras en los érganos estudiados supone la aparicion
de danos histologicos, con independencia de la carga bacteriana, los que

pueden conllevar a la muerte del paciente.
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VI .Recomendaciones

1. Extender el estudio en el tiempo en aras de incrementar el numero de

muestras.
2. Implementar estudios de caracterizacion molecular del agente causal en

fallecidos por leptospirosis humana.
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