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RESUMEN _

a leptospirosis es una zoonosis de gran incidencia en regiones tropicales debido a factores

ambientales, climdticos y sociales que favorecen su transmision. La microaglutinacion (MAT)
es la prueba diagnostica de referencia para la Organizacion Mundial de la Salud, la prueba se
emplea ademds para estudios epidemioldgicos por ser una prueba serovar especifica, es decir, que
puede precisar las serovariedades que estdn circulando en poblaciones humanas y animales, dato
indispensable cuando se plantea establecer las bases para proponer medidas de control de la enfer-
medad. Se propuso determinar la frecuencia de anticuerpos para 14 serovariedades de Leptospira
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spp en 49 individuos que consultaron al Instituto Co-
lombiano de Medicina Tropical — CES, durante el perio-
do de 2000-2006, para confirmar el diagndstico de
leptospirosis. Los 49 individuos tuvieron una edad pro-
medio de 34,2 anos, el 53,8 % fueron hombres. EI 70 %
eran residentes en la ciudad de Medellin y otros munici-
pios antioquerios, de los cuales el 30 % procedian del
municipio de Apartado en la region noroccidental del de-
partamento. La prueba de MAT reveld que 67,34 % de
los sueros aglutinaron con el serovar Grippotyphosa; 63,2 %
para el serovar Copenhageni; 40,81 % pertenecian al
serovar Icterohaemorragiae; 6,12 % para el serovar
Tarassovi y 2,04 % presentaron aglutinaciones contra L.
biflexa. Este estudio permitio establecer la presencia de
Leptospira y las serovariedades que estdn infectando a la
poblacion humana residente en el departamento de
Antioquia y demuestra que hay miiltiples serovariedades
circulantes en esta poblacion.
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SUMMARY _

Leptospirosis is a zoonotic disesase of great incidence in
tropical regions due to environmental, climatic and social
factors that favor its transmission. The microagglutination
test (MAT) is the reference diagnostic for the World
Organization of the Health, test is also used for epidemic
studies to be a test serovar specific, it can specify the
serovars that are circulating in human and animal
populations, indispensable fact when is necessary to
establish the bases to propose measures of control of the
illness. To determine the frequency of antibodies for 14
serovars of Leptospira spp in 49 individuals that consulted
to the Colombian Institute of Tropical Medicine-CES,
during the period of 2000-2006, to confirm the
leptospirosis diagnosis. The 49 individuals had an age

34.2 year-old average, 53,8 % was men. 70 % was resi-
dents in the Medellin city and other Antioquia municipa-
lities, of which 30 % came from Apartado in the region
North West of Antioquia state. The MAT revealed that
67,34 % of the serums agglutinated with the serovar
Grippotyphosa; 63,2 % for the serovar Copenhageni;
40,81 % belonged to the serovar Icterohaemorragiae; 6,12 %
for the serovar Tarassovi and 2,04 % presented agglu-
tinations against L. biflexa. This study allowed the
presence of Leptospira and the serovars that are infecting
the population from Antioquia state and it demonstrates
that there are several circulating serovars.
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INTRODUCCION _

La leptospirosis, que en su forma mas grave es
conocida como enfermedad de Weil, es una in-
feccién zoondtica re-emergente producida por
espiroquetas pertenecientes a las especies
patdgenas del género Leptospira. La enfermedad
es de gran incidencia en regiones tropicales de-
bido a factores ambientales, climéaticos y socia-
les que favorecen la transmision. Es considerada
la zoonosis de mayor distribucién en el mundo.
El hombre se contagia a través del contacto con
la orina de animales salvajes o domésticos infec-
tados (1-3).

La infeccidn puede ser asintomaética con un pe-
riodo de incubacién de 1-2 semanas y luego pue-
de presentar desde un sindrome febril leve pare-
cido a la influenza con conjuntivitis sin secrecién
purulenta, hasta manifestaciones clinicas donde
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se observan fiebre recurrente, falla renal aguda,
meningitis aséptica, hemorragia pulmonar,
arritmias cardfacas y colapso circulatorio. Se han
descrito cuatro categorias clinicas: a. Enferme-
dad leve similar a la influenza; b. Sindrome de
Weil cuyas caracteristicas clinicas bésicas son: ic-
tericia, falla renal, hemorragias, miocarditis y
arritmias; c. Meningitis o meningoencefalitis; y
d. Hemorragia pulmonar y falla respiratoria agu-
da. La letalidad por leptospirosis es de 5 al 15 %
en quienes presentan las formas severas de la
enfermedad (1,4,5).

En la practica médica la leptospirosis es ignora-
da o mal diagnosticada porque con frecuencia
las manifestaciones clinicas de la enfermedad son
inespecificas y el clinico no estd en capacidad
de determinarla sin un diagnéstico de laborato-
rio que lo respalde (5). Esto se hace dificil por-
que pocos laboratorios tienen pruebas diagnds-
ticas disponibles. La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) recomienda la prueba de Microaglu-
tinacién (MAT) (6) como la prueba de oro para el
diagndstico, pero los laboratorios requieren de
cultivos de cepas patrones de las serovariedades
de Leptospira spp, para realizar esta prueba
serolégica. Debido a lo anterior se desconocen
algunos aspectos claves de la epidemiologia de
la enfermedad en Colombia. El MAT, ademas de
ser utilizada para el diagndstico serolégico en
humanos y animales, se emplea para estudios
epidemioldgicos, por ser una prueba especifica
que permite precisar las serovariedades que es-
tan circulando en poblaciones humanas y ani-
males, informacién indispensable para estable-
cer las bases de un programa de control apro-
piado en una zona especifica (6,7).

El presente estudio tuvo como propdsito identi-
ficar las serovariedades de Leptospira spp en pa-
cientes residentes en el departamento de Antio-
quia, Colombia, que fueron remitidos para diag-
ndéstico de leptospirosis al ICMT-CES durante el
periodo de 2000-2006. Ademas de establecer las
serovariedades mas frecuentes en esta poblacién.
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MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Se realizé un estudio retrospectivo con el fin de
determinar las serovariedades de Leptospira spp
mas frecuentes en los individuos con diagndsti-
co de leptospirosis en los laboratorios del ICMT-
CES, de las sedes de Apartadd y Medellin entre
los anos 2000y 2006. Las muestras de suero fue-
ron remitidas al laboratorio con un formulario en
el que se registro la identificacién del individuo,
edad, sexo y procedencia. Durante el periodo de
estudio se diagnosticaron 49 casos de leptospiro-
sis. Se establecié como criterio diagndstico el
presentar positividad de anticuerpos Ig M por la
prueba de inmunoflourescencia indirecta (8). Es-
tas 49 muestras de suero fueron utilizadas para
la identificacidn de serovariedades de Leptospira
spp circulantes y determinar su frecuencia de pre-
sentacion.

Procedimientos serologicos

Prueba de microaglutinacién (MAT). El antigeno
para la prueba se obtuvo del cepario disponible
en el laboratorio de microbiologia del ICMT-CES
que estd constituido por 14 serovariedades de
Leptospira spp entre las que se cuentan, L. interro-
gans, L. kirscheneri, L. borgpeterseneii y L. biflexa. En
el cuadro 1 se incluyen datos de las cepas, sero-
grupo al que corresponden, serovariedades y
fuente de aislamiento de la cepa original (9). Las
cepas para realizar el antigeno para la prueba de
MAT, se replicaron en medio liquido EMJH (Elling-
Hausen-McCullough-Johnson-Harris) (Becton-
Dickinson-Biosciences®), suplementado con 10 %
de medio de enriquecimiento (Becton-Dickinson-
Biosciences®). Los antigenos se obtuvieron de
cepas incubadas a temperaturas entre 26 y 30
°C hasta cuando alcanzaron crecimiento igual al
estandar 0,5 de MacFarland.

La prueba MAT se realizé seglin las recomenda-
ciones de la OMS (6). Inicialmente se hizo un
tamizaje género especifico de todas las mues-




tras a una dilucién de 1:50 de Leptospira biflexa
cepa Patoc 1. Alas muestras que resultaron po-
sitivas en este tamizaje, se les hicieron dilucio-
nes al doble a partir de la dilucién original del
suero hasta 1:3200 con todas las demés
serovariedades que constituyen el cepario des-
critas en el cuadro 1. La prueba se leyd en el
microscopio de campo oscuro con objetivo de
10x. El titulo de anticuerpos se fij6¢ en la dilucién

inmediatamente anterior a aquella en la cual se
vio negativa la reaccién de aglutinacién. La prue-
ba se interpreté como positiva cuando se obser-
v6 aglutinacién del 50 al 75 % de las leptospiras
de cualquiera de las serovariedades probadas en
una dilucién del suero mayor o igual a 1:100. Se
considerd coaglutinacién cuando la misma mues-
tra presentaba aglutinaciones de mas del 50 %
de las leptospiras de dos 0 mas serovariedades.

Cuadro 1. DATOS DE SEROGRUPO, CEPA Y FUENTE DE AISLAMIENTO ORIGINAL
DE 14 SEROVARIEDADES DE Leptospira spp USADAS EN EL ESTUDIO

. Fuente original
Especie Serovar Serogrupo Cepa de aislamige ato
Grippotyphosa 9 Valbuzzi Humano
Copenhageni 11 M20 Humano
Pomona 18 Pomona Humano
Icterohaemorrhagiae | 11 RGA Humano
L. interrogans Hardjo 22 Hardjoprajitno Humano
Pyrogenes 19 Salinem Humano
Australis 1 Ballico Humano
Wolffi 22 3705 Humano
Canicola 5 Hond Utrecht IV Perro
Castellonis 3 Castellon 3 Ratdn silvestre
L. borgpeterseneii Bratislava Jez Bratislava Erizo
Tarassovi 24 Perepelitsin Humano
L. kirscheneri Cynopteri 7 3522 C Vampiro
L. biflexa Patoc 28 Patoc | Agua

Analisis estadistico

Se tabulé la informacién en el programa
Microsoft® Excel 97 de las 49 muestras de sue-
ro positivas para leptospirosis. A las variables
cuantitativas se les calculé media y desviacién
estandar y a las variables cualitativas, medidas
de frecuencia absoluta y relativa. Se consigna-
ron datos sobre procedencia, sexo y edad de las
personas de quienes se obtuvieron las muestras.
Se realizé la distribucién de la frecuencia de las
14 serovariedades de Leptospira spp probadas por
MAT.

RESULTADOS

El 70 % de las 49 muestras de humanos incluidas
en el estudio procedian de Medellin y otros mu-
nicipios antioquenos y el 30 % de Apartadé. La
edad promedio fue de 34,2 afios (rango entre 1-77
anos). La mitad de ellos tenfan entre 20y 30 anos
de edad. El 53,8 % eran muestras de hombres.

El procesamiento de los sueros positivos por la
prueba de MAT determiné que el 67,34 % de los
sueros aglutinaron con L. interrogans serovar
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Grippotyphosa. Dos serovariedades del serogru-
po Icterohaemorragie fueron evaluadas: el serovar
Copenhageni con frecuencia de 63,2 % y el
serovar Icterohaemorragiae cepa RGA que estu-
vo presente en el 40,81 % de las muestras de sue-
ro. La mas baja positividad se registré con el
serovar Tarassovi (2,04 %). Tres muestras (6,12 %)
aglutinaron con la cepa Patoc 1 de L. biflexa, en
titulos mayores de 1:400 y como no mostraron
aglutinaciones mayores a 1:100 con ninguna de
las otras especies probadas, se definieron como
muestra positiva por “serovar patdégeno no de-
terminado”. En el cuadro 2 se presentan los re-
sultados seroldgicos obtenidos para cada una de
las cepas. El 61,22 % de las muestras presentd
coaglutinacién con més de tres serovariedades
de Leptospira spp.

Cuadro 2. PORCENTAJES DE POSITIVIDAD
EN UNA SERIE DE CASOS HUMANOS
DETECTADOS POR LA PRUEBA
DE MICROAGLUTINACION PARA
14 SEROVARIEDADES DE Leptospira spp

Especie Serovar ) %
Positividad
Grippotyphosa 67,34
Copenhageni 63,2
Pomona 42,85
Icterohaemorrhagiae 40,81
L .interrogans Hardjo 30,61
Pyrogenes 20,40
Australis 10,20
Wolffi 8,16
Canicola 6,12
L.borgpeterseneii | Castellonis 32,65
Bratislava 26,53
Tarassovi 2,04
L.kirscheneri Cynopteri 6,12
L.biflexa Patoc 6,12

DISCUSION_

Este estudio permitié determinar las serovarie-
dades de Leptospira spp que estan infectando a la
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poblacién que consulta al ICMT-CES y por lo tan-
to confirma la circulacién de Leptospira en los
humanos del departamento de Antioquia. Por pri-
mera vez se establece un registro de 14 serovarie-
dades de Leptospira spp mediante la prueba de
MAT y demuestra que mdltiples serovariedades
circulantes provenientes de diferentes fuentes
animales y ambientales, son responsables de la
etiologia de la leptospirosis humana en esta re-
gién de Colombia.

La informacién sobre la leptospirosis humana en
Antioquia es fragmentaria, se conoce poco so-
bre los factores de riesgo para la enfermedad.
Diferentes reportes de casos clinicos han demos-
trado la presencia de L. interrogans serovar Pomona
y serovar Canicola (10). En grupos ocupaciona-
les de una regién antioquefna de produccion le-
chera se establecié que el 22,4 % de los opera-
rios tenfan titulos para Leptospira, principalmen-
te de las serovariedades Pomona, Bratislava y
Hardjo (11). En la poblacién estudiada por Sebek
etal, 1989 (12), procedente de 5 localidades co-
lombianas, incluyendo Medellin, reportan para
esta ciudad una seropositividad del 11,9 %. Es-
tos resultados de seropositividad son bastante
altos, considerando que las muestras provenian
del banco de sangre, cuya poblacién es catalo-
gada como clinicamente sana. El Gltimo estudio
realizado en la regién del Urabéa antioquefo por
Agudelo-Flérez et al, 2007 (13) encuentra una
seroprevalencia en poblacién general para la zona
del 12,5 %. Es de anotar que tanto en los repor-
tes de Sebek et al 1989, en el de Agudelo-Flérez
et al 2007, como en el presente estudio, las
serovariedades de Leptospira méas frecuentes fue-
ron Icterohaemorragiae y Grippotyphosa.

Antioquia, area considerada de inferencia del
presente estudio, tiene las condiciones ambien-
tales, que favorecen la diseminacion de Leptospira
de las serovariedades generalmente asociadas
con roedores que son Icterohaemorragiae y
Grippotyphosa. Entre estas condiciones senala-
mos, el clima, areas inundables y propensas a
desastres en épocas de lluvia, areas rurales, ur-
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banas y suburbanas con poco saneamiento am-
biental y con presencia de roedores cerca o en el
domicilio.

La presencia de casos clinicos de la enfermedad
en humanos y el hallazgo de anticuerpos contra
la bacteria, muestran la necesidad de identificar
los reservorios naturales, como son las especies
de roedores y otros animales que estén en con-
tacto con el hombre. Estas circunstancias orien-
tan a definir el riesgo de la poblacién humana
tanto urbana como rural para asi modificar los
posibles factores que lleven a la infeccién. Ade-
mas es importante disponer de diagnéstico apro-
piado en el laboratorio, para detectar oportuna-
mente la poblacion afectada y desplegar medi-
das de intervencioén apropiadas. Los datos obte-
nidos de la presente serie de casos, enfatizan la
importancia de emprender estudios que permi-
tan la oportuna identificacién de poblaciones
humanas y zonas de riesgo para leptospirosis.
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