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RESUMEN

La leptospirosis es una enfermedad producida por una bacteria del género Leptospira
spp., que afecta a animales silvestres, domésticos y al hombre. La transmision se realiza
mediante contacto directo o indirecto con orina o fluidos que contengan bacterias viables. Es
dificil llegar al diagndstico a través de la clinica, debido a una amplia variedad de sintomas que
comparte con otras enfermedades, es por ello que las pruebas seroldgicas tienen mucha
importancia, siendo la mas utilizada la MAT, considerada actualmente la prueba de referencia.
El objetivo de este trabajo fue analizar distintas técnicas diagnosticas de leptospirosis. Para ello
se realizd una revision bibliografica en busca de informacion que permitiera describir las
técnicas disponibles y compararlas con la MAT, en relacion a ventajas y desventajas de las
mismas, entre otras variables. Entre los datos hallados, se encontr6 con respecto a la
bioseguridad para el operador, que la MAT se considera una prueba riesgosa, al igual que el
cultivo, PCR y campo oscuro, debido a la manipulacion del agente vivo, en cambio las pruebas
como TR, ELISA e Inmunofluorescencia fueron consideradas como seguras. En relacién a la
interpretacion de los resultados de las distintas técnicas, las Unicas pruebas que presentan
resultados objetivos son PCR y ELISA. También se hallo diferencias referidas al momento del
curso clinico para realizar las distintas técnicas. La MAT es muy recomendada en cuadros
agudos; en cuadros cronicos aumenta su sensibilidad y especificidad si se la combina con otras
pruebas como son el cultivo, PCR, ELISA, IF y campo oscuro. Con respecto a otras de las
variables registradas, como la velocidad de obtencién de resultados, se encontré que el cultivo es
un método lento, la MAT posee velocidad media y el resto de las pruebas estudiadas se
consideran rapidas. Por dltimo, en lo referido a sensibilidad, PCR y ELISA podrian presentar
mayor sensibilidad en relacién a la MAT y con respecto a la especificidad, el cultivo, PCR y la
inmunofluorescencia pueden ser iguales 0 mas sensibles que la MAT, dependiendo de la etapa
de la enfermedad que este cursando el animal. Por todo lo analizado se concluye, que a pesar de
que la MAT presenta algunas desventajas, ninguna técnica es capaz de reemplazarla y sigue

siendo necesaria para la confirmacion del diagndstico de la leptospirosis.



SUMMARY

Leptospirosis is a disease produced by a bacteria of the gender Leptospira spp., which
affects wild, domestic animals and humans. The transmission is made by direct or indirect
contact with urine or fluids containing viable bacteria. It is difficult to arrive to the diagnosis
through the clinic, due to the wide variety of symptoms that shares with other diseases, that is
why the serological tests have a lot of importance. The test most used is the MAT, and it is
considered the proof of reference. The objective of this work was to analyze different diagnostic
techniques in update bibliography. For this, a bibliographical review was done in search of
information that allows to describe the available techniques and compare them with the MAT, in
relation to advantages and disadvantages, among other variables. According to the data found
with respect to the biosecurity for the operator; the MAT is considered a risky test, as well as the
culture, PCR and dark field, due to the handling of the living agent, in change the trials like TR,
Elisa and Inmunofluorescence were considered as safe. In relation to the interpretation of the
results; the only proofs that present objective results are PCR and ELISA. Differences were also
found referred to the moment of the clinical course to carry out different techniques. The MAT
is highly recommended in acute cases, and in chronic cases it increases its sensitivity and
specificity if it is combined with other tests such as culture, PCR, ELISA, IF and dark field.
With respect to the other registered variables, like the speed of obtaining results, it was found
that the culture is a slow method, the MAT has average speed and the rest of the tested studies
are considered to be quick. Finally, as regards sensitivity; PCR and ELISA could present higher
sensitivity than the MAT and with respect to specificity, culture, PCR and Inmunofluorescence
can be equal or more sensible than MAT, depending on the stage of the disease that the animal is
presenting. It concludes that despite the MAT presents numerous disadvantages, there is not a
technique that is capable of replacing it and it continues to be necessary for the confirmation of

the diagnosis of leptospirosis.



1. INTRODUCCION

En el campo de la investigacién diagnostica de la leptospirosis, existen diversas
posibilidades, sin embargo, la prueba de Aglutinacion Microscopica (MAT) es considerada
actualmente la técnica de oro reconocida por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) y la Organizacién Internacional de Epizootia

(OIE), tanto en el &mbito nacional como internacional.

Sin embargo, muchas veces resulta dificil su aplicacion en la practica profesional diaria,
debido a que se necesita personal entrenado, mantener el cepario y un chequeo del antigeno
(Brihuega, 2008). Por lo tanto, surge el interrogante si podria ser factible de utilizar otras

técnicas diagnosticas con la obtencion de resultados similares o mejores que la MAT.

ANTECEDENTES

La leptospirosis fue descripta por primera vez por Adolfo Weil en Heidelberg, en 1886
(Zunino y Pizarro, 2007; Rosario Fernandez et al.,, 2012; Sepllveda Quintero, 2017) y
actualmente es considerada una enfermedad zoonética emergente o reemergente de distribucion
mundial (Vanasco et al., 2007; Guerra, 2013; Torres Castro et al., 2015; Sanchez et al., 2017),
producida por un grupo de bacterias morfologica, fisiologica, metabdlica y genéticamente

distintas a otros microorganismos (Murugesan et al., 2014; Busson, 2018).

Dicha enfermedad afecta a animales silvestres, domésticos y al hombre (CDC, 2014;
Sedano et al., 2015; Torres Castro et al., 2015; Troyano et al., 2017). Argentina es considerado

un pais endémico con brotes epidémicos de leptospirosis (INTA, 2014).

CLASIFICACION

Esta bacteria del filo Spirochaetes pertenece al orden Spirochaetale, familia
Leptospiraceae y género Leptospira. Dentro del género Leptospira existen clasificaciones
taxonémicas basadas en sus diferencias fenotipicas o seroldgicas y gendmicas o genéticas
(Madigan et al., 2009; Rosario Fernandez et al., 2012; INTA, 2014; Romero-Vivas y Falconar,
2016; Hernandez Rivera et al., 2017).



Especies del género Leptospira
. Clasificacion fenotipica: = Clasificacion genotipica:
o Leptospira interrogans (patogena) o 22 genomoespecies diferentes
o Leptospira biflexa (no patogena)

Antes de los afios 80, este género comprendia dos grupos de leptospiras: una patégena,
llamada Leptospira interrogans (que tiene el potencial de causar enfermedad en animales y seres
humanos) y una saprdfita llamada Leptospira biflexa (de vida libre y sin potencial para causar
enfermedad) (Ningal et al., 2015; Romero-Vivas y Falconar, 2016). Hasta ese momento, la
diferenciacion de dichas especies se realizaba de forma fenotipica, basada en el crecimiento de

leptospiras saprdfitas a 13°C y en presencia de 8-azaguanina (Romero-Vivas y Falconar, 2016).

A partir del afio 1987 y gracias a estudios moleculares de ADN mediados por las
técnicas de hibridacion, la secuenciacion del ARNr 16S, la patogenicidad, la virulencia y las
caracteristicas de crecimiento in vitro, se logré hacer una reclasificacion genotipica (Chavarria

Joya et al., 2015; Romero-Vivas y Falconar, 2016).

Cerqueira y Picardeau, en el afio 2009 tipificaron diversas especies de Leptospira spp. a partir
del gen 16S conformando tres clados (P=patogenas; S= saprofitas e I=intermedias) (Brihuega et
al., 2017).

En la actualidad, el género Leptospira comprende 22 especies, clasificadas como
infecciosas y no infecciosas. Las leptospiras infecciosas a su vez se dividen en dos grupos: el
Grupo | (10 especies patogenas) y el Grupo Il (5 especies intermedias). Las leptospiras no
infecciosas incluyen las del grupo saprofito (7 especies). Existe una especie adicional compuesta

por serovares patdgenos y no patégenos (Brihuega et al., 2018).

Se entiende por serovar a la unidad de clasificacién utilizada con fines epidemioldgicos,
de diagndstico e investigacion y estd basado en diferencias antigénicas que se encuentran
principalmente en la envoltura (Chavarria Joya et al., 2015; Moldes, 2017; Sepulveda Quintero,
2017) y se detectan mediante técnicas de microaglutinacion (Zunino y Pizarro, 2007). Los
serovares pueden agruparse en serogrupos (Chavarria Joya et al., 2015), los cuales contienen

serovares antigénicamente relacionados (Céspedes, 2005; Rosario Fernandez et al., 2012;



Zunino y Pizarro, 2007; Moldes, 2017; Sepulveda Quintero, 2017). Existen mas de 60 serovares
de L. Biflexa y méas de 240 de L. Interrogans (Céspedes, 2005).

Se debe tener en cuenta que, debido a la falta de correspondencia entre las
clasificaciones fenotipicas y genéticas, existen especies gendémicas que se incluyen tanto en los
serovares patdgenos como no patdgenos, asi como también serovares incluidos en mas de una
especie gendmica (Arencibia Arrebola et al., 2010). Asimismo, ciertas cepas pertenecen a un
mismo serovar y pueden pertenecer a una especie diferente de Leptospira, lo que muchas veces

genera reacciones cruzadas en las pruebas (Chavarria Joya et al., 2015).

Las bacterias leptospiras son espiroquetas largas, delgadas y moviles (CDC, 2014;
Herndndez Rivera et al., 2017; Moldes, 2017; Busson, 2018) con extremos libres que terminan
en forma de gancho. Son aerobias y cultivables (Acha y Szyfres, 2001), pudiendo ser de vida
libre 0 estar asociadas a huéspedes (CDC, 2014). Las leptospiras no se replican fuera del
huésped (Sykes et al., 2010), pero pueden permanecer viables durante semanas 0 meses en agua
dulce, tierra y barro (CDC, 2014) con pH neutro o levemente alcalino, a una temperatura entre
28°C y 32°C (Costa et al., 2012; Hernandez Rivera et al., 2017; Moldes, 2017; Montesdeoca
Castillo, 2017; Busson, 2018).

EPIDEMIOLOGIA

Es una enfermedad zoondtica de distribucion mundial que se presenta tanto en zonas
urbanas como rurales (Moral, 2014), afecta alrededor de 160 especies de mamiferos domeésticos
y silvestres (Zunino y Pizarro, 2007) y cada serovar posee uno o varios huéspedes animales
predilectos, pero a su vez cada especie animal podria ser huésped de uno o varios serovares
(Acha y Szyfres, 2001).

La leptospirosis en gatos es muy rara y se sabe muy poco sobre la enfermedad en esta
especie (Acha y Szyfres, 2001; AVMA, 2011), aunque existe evidencia de exposicion seroldgica
y los serovares Canicola, Grippotyphosa y Pomona han sido aislados en gatos (Sykes et al.,
2010).

La Leptospirosis es especialmente prevalente en regiones geograficas con abundantes
precipitaciones anuales y climas calidos, pero factores de riesgo como la exposicién a
hospederos y la presencia de animales silvestres y domésticos que actlan como reservorios

también influyen en la distribucion geogréafica de la enfermedad (Sykes et al., 2010).



Debido a la gran variedad de presentaciones clinicas, es una enfermedad subnotificada,
pero aun asi, se la considera una de las zoonosis méas frecuente en nuestro pais (Moral, 2014) y
en el mundo (Hartskeerl et al., 2011).

TRANSMISION

En los animales, la transmisién puede realizarse mediante contacto directo o indirecto
con orina u otros fluidos que contienen leptospiras viables (Moral, 2014; Montesdeoca Castillo,
2017; Troyano et al., 2017). Estas penetran por mucosa oral, conjuntival, nasal, genital y
también por la piel cuando existen laceraciones o si se encuentra reblandecida por la humedad
(Luna et al., 2008), también se conoce la infecciébn mediante via congénita o neonatal y por
transmision sexual (Moral, 2014). La eliminacién de leptospiras por rifion es mayor durante las

primeras semanas post infeccion y puede durar 4 afios 0 mas.

Debido al comportamiento de olfateo y lamido de genitales de los perros, se favorece la

transmision intraespecie, especialmente en machos (Luna et al., 2008; INTA, 2014).

La enfermedad puede ser transmitida después de una infeccion subclinica o clinica, y
también durante la Gltima etapa de la enfermedad aguda vy la fase crénica (Luna et al., 2008). La
transmisién es mayor durante el periodo lluvioso del afio, ya que las condiciones de temperatura,

humedad y pH ayudan a la transmision de dicha enfermedad (Berdasquera-Corcho, 2007).

ENFERMEDAD

El periodo de incubacidn se considera a partir del momento de la infeccién o dia cero,
este dura entre cinco y diez dias, luego sobreviene la etapa de bacteriemia, momento en que
aparecen los primeros sintomas clinicos (etapa aguda). Al aparecer los anticuerpos en sangre, las
Leptospiras desaparecen del torrente sanguineo y se acantonan en rifién, cerebro, humor acuoso
y tracto genital femenino. Si el animal sobrevive, comienza la etapa crénica en la cual se
observan algunas secuelas de la infeccion aguda (abortos, nefritis, oftalmia periddica en equinos,
etc.) (INTA, 2014).

El periodo de incubacion en perros puede ser tan corto como unos pocos dias, las
bacterias comienzan a replicarse en sangre un dia después de la infeccion. El periodo de
incubacion en estudios experimentales ha sido de siete dias, pero el tiempo varia dependiendo de

la dosis infectante, la cepa y la respuesta inmune del huésped. Pueden ocurrir periodos mas
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cortos con indculos mas grandes, y periodos mas largos después de infecciones crénicas de bajo
grado que afecte los tabulos renales o hepatocitos, donde la enfermedad clinica no se detecta
hasta cierto tiempo después de la lesion renal o hepética (Sykes et al., 2010).

Los animales que son huéspedes naturales de un serotipo particular, por lo general no
demuestran sintomatologia o son pocos los efectos adversos producidos después de la infeccion.
Sin embargo, pueden desarrollar la enfermedad a otro serotipo. La signologia depende de la
inmunidad, la edad del hospedador, el ambiente y la virulencia del serovar actuante (Silva y
Riedemann, 2007).

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LAS TECNICAS

La precision de las diferentes pruebas diagndsticas se comparan con la MAT y se miden

en términos de sensibilidad y especificidad (Ye et al., 2014).

La sensibilidad y especificidad miden la evaluacion de una prueba con respecto al estado
verdadero de salud de un individuo. La sensibilidad es la probabilidad de obtener un resultado
positivo en un individuo enfermo que tuvo contacto con el microorganismo infeccioso. La
especificidad es la probabilidad de obtener un resultado negativo en un animal sin la enfermedad
y que la positividad no sea por reacciones cruzadas con otros antigenos. Para validar una prueba,
los resultados pueden ser comparados con el verdadero estado de salud del individuo, el cual es
determinado frecuentemente por la prueba considerada patrén o standard de oro (Chiani, 2013;
Moldes, 2017).

DIAGNOSTICO

El diagnostico de las enfermedades infecciosas es una de las herramientas indispensable
para la lucha y el control de las mismas. La leptospirosis no escapa a esta generalizacién. El
diagnostico exige conocer la dinamica de la infeccion, las técnicas de diagndstico a utilizar, sus

limitaciones y su valor relativo en las distintas etapas de la misma (INTA, 2014).

La leptospirosis es dificil de diagnosticar, tanto clinicamente como por métodos de
laboratorio (Hartskeerl et al., 2011; Guerra, 2013; Sepulveda Quintero, 2017). Es casi imposible
la confirmacién de la infeccion por la clinica solamente (Garcia et al., 2014), dado que las
Leptospiras pueden afectar diferentes sistemas organicos, y pueden producir una extensa

variedad de presentaciones clinicas (Silva y Riedemann, 2007; Guerra, 2013).



Para evitar complicaciones y no llegar a las formas méas graves de la enfermedad, es muy
importante lograr realizar un diagndstico temprano y comenzar inmediatamente un tratamiento
eficaz (Vanasco et al., 2007). Por lo tanto, la identificacion de la leptospirosis debe basarse en un
alto indice de sospecha clinica y en el uso de una prueba de laboratorio rapida y especifica
(Croda et al., 2007).

DIAGNOSTICO CLINICO

La leptospirosis puede manifestarse de forma subclinica o clinica, teniendo un caracter
desde leve hasta letal. La forma subclinica se presenta con mayor frecuencia en roedores, cerdos
y bovinos no prefiados ni en lactacion. La forma clinica se da mas en terneros, corderos y
cachorros, con aparicion repentina de fiebre, disnea, hemoglobinuria e ictericia. Suelen
presentarse también vomitos y diarreas hemorragicas. En los animales adultos, la sintomatologia
varia dependiendo de la especie (INTA, 2014).

En el perro se puede presentar una amplia gama de sintomas, por lo cual muchas veces
es confundida con otras enfermedades (CDC, 2014). El cuadro clinico puede diferir, entre otras

causas, de acuerdo al serovar infectante (Gualtieri et al., 2013).

En la primera etapa de la infeccion, los perros pueden mostrar signos leves, tales como
malestar general y pueden hasta pasar desapercibidos (OMS, 2008). En los cuadros agudos se

suelen observar signos de disfuncion hepatica y renal principalmente (Gualtieri et al., 2013).

También pueden presentar la forma mas grave denominada sindrome de Stuttgart o
hemorragica, caracterizado por un cuadro hiperagudo que comienza con tres a cuatro dias de
fiebre, seguido de mialgias, hemorragias en la cavidad bucal y en una etapa posterior se puede
presentar gastroenteritis hemorragica y nefritis aguda (Acha y Szyfres, 2001). Las tendencias
hemorragicas también pueden manifestarse como hematemesis, hematoquezia, hemoptisis,
melena, epistaxis y hemorragias petequiales (Sykes et al., 2010). En algunos perros la
enfermedad progresa rapidamente hasta la muerte, y la falla hepatica y renal no llegan a

desarrollarse (Greene, 2008; Nelson y Couto, 2010).

En general, los veterinarios deben sospechar de leptospirosis en perros con signos de
falla hepatica o renal, uveitis, hemorragia pulmonar, aborto o enfermedad febril aguda (Sykes et
al., 2010).



En infecciones subagudas se presenta fiebre, anorexia, vomitos, deshidratacion y
polidipsia, también hay rehuida al movimiento e hiperestesia (Greene, 2008). La fiebre ocurre en
el curso temprano de la enfermedad, y puede estar acompafiada de temblores y dolor muscular
generalizado. Los perros con falla renal aguda pueden tener polidipsia, poliuria, deshidratacion,
vomitos, diarrea, inapetencia, letargia, dolor abdominal o una combinacién de dichos signos. La
oliguria y anuria también podrian ocurrir. Otras manifestaciones de infeccion incluyen
conjuntivitis, uveitis, taquipnea o disnea por distres respiratorio agudo o hemorragia pulmonar
(Sykes et al., 2010).

En algunos perros que sobreviven a la infeccion subaguda, la funcionalidad renal puede
normalizarse, y en otros se desarrolla una falla renal cronica (Greene, 2008; Nelson y Couto,
2010). La enfermedad hepética crénica puede ocurrir sin compromiso de otros érganos (Greene,
2008). Algunas de las manifestaciones mas comunes de leptospirosis crénica son polidipsia,

poliuria, pérdida ponderal y ascitis causadas por la falla hepatica (Nelson y Couto, 2010).

Los signos clinicos en gatos suelen ser leves o inaparentes, a pesar de la presencia de
leptospiremia, leptospiruria y evidencia histolégica de inflamacidn hepatica y renal (Sykes et al.,
2010). Sin embargo, en algunos casos se han reportado manifestaciones clinicas que incluyen
fiebre, meningitis, alteraciones oculares, dolor abdominal, vOmitos, anorexia, trastornos
pulmonares, hemorragias en la boca, faringitis, gastroenteritis, nefritis, trastornos reproductivos
y dolor e inflamacién de articulaciones. Las infecciones pueden ser autolimitantes en tan sélo
siete dias (Azdcar-Aeoda et al., 2014; Sepulveda Quintero, 2017).

En relacion a la especie rumiante, los mas susceptibles son los bovinos. Luego del
periodo de incubacidn (entre cinco y catorce dias), comienzan los mismos sintomas inespecificos
como hipertermia, inapetencia, congestion de vasos conjuntivales. Luego, durante la lactancia
puede manifestarse agalactia. En casos mas severos aparece ictericia y encefalitis, anemia,
hemoglobinuria y hematuria. También se puede producir aborto mayormente en el Gltimo tercio
de gestacion o nacimiento de prematuros y retencion de placenta (INTA, 2014; Sepulveda
Quintero, 2017).

En cuanto a los porcinos, los mas susceptibles son lechones y hembras prefiadas.
Primero se observa hipertermia moderada y anorexia, luego se suma conjuntivitis, diarrea,
ictericia y hemoglobinuria. En lechones pueden aparecer convulsiones. Las hembras pueden
abortar o parir crias prematuras. Luego del aborto, pueden presentar hipogalactia y desérdenes
reproductivos (INTA, 2014).



En equinos también se manifiestan signos inespecificos al comienzo de la enfermedad
(INTA, 2014). Aunque se han notificado casos esporadicos de enfermedad renal y hepética, la
enfermedad en equinos se ha asociado con mayor frecuencia a abortos y uveitis. En potrillos se
ha informado recientemente la insuficiencia respiratoria aguda causada por leptospirosis (Ye et
al., 2014), ademas los potrillos son débiles y pueden morir en pocos dias. En la fase crénica se
instaura la iridociclitis, que provoca lagrimeo, fotofobia, conjuntivitis, edema de cdrnea, que

puede llevar a ceguera (INTA, 2014).

DIAGNOSTICO POR IMAGEN

Otros métodos complementarios son la radiografia de térax que puede mostrar patrones
intersticiales difusos o patrones alveolares mas severos y la ecografia abdominal que puede
revelar hallazgos no especificos como renomegalia, mayor ecogenicidad pancreatica,
engrosamiento de la pared gastrica e intestinal, esplenomegalia y adenomegalia (Sykes et al.,
2010; Busson, 2018).

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Los hallazgos en el hemograma de perros infectados pueden incluir neutrofilia con
desvio a la izquierda, linfopenia y anemia no regenerativa de leve a moderada (Sykes et al.,
2010; Moldes, 2017; Busson, 2018). Una anemia severa se observa luego de una hemorragia
gastrointestinal o pulmonar. La trombocitopenia puede o no estar presente (Sykes et al., 2010;
Busson, 2018).

En la bioguimica sanguinea, el aumento de creatinina y urea puede estar presente. La
disfuncién hepéatica puede manifestarse por aumentos de alanina aminotransferasa (ALT),
aspartato aminotransferasa (AST) y fosfatasa alcalina sérica (FAS) y la concentracion total de
bilirrubina, casi siempre en conjuncién con la azotemia. El aumento de la creatin quinasa (CK)
puede estar presente debido a la miositis. EI aumento de troponina sugiere dafio miocardico. El
uriandlisis puede mostrar isostenuria, u ocasionalmente hipostenuria. También pueden estar
presentes la glucosuria, proteinuria, bilirrubinuria, hematuria, piuria y cilindruria (Ettinger y
Feldman, 2002; Greene, 2008; Sykes et al., 2010; Moldes, 2017; Busson, 2018).
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DIAGNOSTICO SEROLOGICO Y BACTERIOLOGICO

Existen dos tipos de anticuerpos contra leptospiras; uno dirigido contra antigenos de
género comun a todas las leptospiras (tanto patégenas como no patdgenas) y otro contra
antigenos especificos de serovariedad y serogrupo. Los anticuerpos especificos de género son los
primeros en aparecer, al tercer o cuarto dia post infeccién, por lo que son indicadores de fase
aguda de la infeccion (IgM). Estos desaparecen gradualmente y s6lo permanecen detectables
durante unas semanas 0 meses, mientras que los anticuerpos especificos de serovariedad y
serogrupo pueden determinarse con la MAT durante afios y en muchos casos durante toda la
vida (1gG). Es por esto que un resultado positivo en la MAT podria ser de escasa utilidad para
diferenciar una infeccion presente de una pasada (Vanasco et al., 2007; Moldes, 2017; Busson,
2018).

El diagnostico de leptospirosis puede confirmarse con una Unica muestra si las
leptospiras son cultivadas (OMS, 2008), o por deteccion de genoma bacteriano por PCR. Otra
forma de confirmacion es a partir de seroconversion en MAT con el uso de dos 0 méas muestras
pareadas (Moral, 2014), las cuales deben tomarse con dos o tres semanas de diferencia para ver
cambios en el titulo, lo que no es practico en el contexto clinico. Alternativamente se puede
tomar un Unico titulo alto en la MAT como evidencia de infeccion activa. La OMS y el CDC
definieron que un sdlo titulo de MAT de 400 respalda la confirmacién del diagnostico (Ye et al.,
2014).

Las técnicas de diagnostico son diversas y la eleccion adecuada depende del momento
de desarrollo de la enfermedad, etapas de leptospiremia y leptospiruria, y posibilidad de

muestras pareadas (Alegre et al., 2013).

En cuanto al diagndéstico de laboratorio de la leptospirosis, las pruebas se pueden dividir
en dos grupos: aquellas pruebas directas, que tratan de evidenciar la presencia del agente o
antigenos de este o acidos nucleicos en tejidos animales o fluidos corporales (OIE, 2008;
Moldes, 2017) y las técnicas indirectas que detectan el paso del agente, mediante la deteccion de
anticuerpos antileptospiras. La mayor parte de los estudios sobre la leptospirosis se han limitado
principalmente a este Gltimo diagnostico, denominado diagndstico seroldgico, debido a la

dificultad que involucra el aislamiento (Luna et al., 2008).
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DIAGNOSTICO DE TECNICAS SEROLOGICAS

Las pruebas serologicas son utilizadas con mayor frecuencia para confirmar el

diagnéstico clinico (Montesdeoca Castillo, 2017).

El objetivo de estas técnicas es determinar la presencia o ausencia de anticuerpos
antileptospiras en sangre, LCR, orina, humor acuoso, leche, etc. (Schust et al., 2011; Brihuega et
al., 2017). Estas pruebas ponen en contacto el suero del paciente con los antigenos, los cuales
pueden ser leptospiras vivas o extractos de leptospiras (OMS, 2008).

La deteccion de anticuerpos en sangre es posible a partir del décimo dia
aproximadamente y si se toman dos muestras separadas de quince a veinte dias se podra
observar seroconversion con aumento del titulo de anticuerpos de 4 veces o mas. Esto es
caracteristico de la fase aguda (Brihuega et al., 2017). Sin embargo, la obtencion de un titulo alto
en una Unica muestra, en concordancia con signos clinicos compatibles y con un historial de
exposicion a factores de riesgo, son de alto valor diagndstico para confirmar la enfermedad
(Greene, 2008; Martin, 2018).

Luego los anticuerpos comienzan a declinar de forma variable y pueden no observarse
variaciones entre muestras, de ahi que la serologia en la etapa crénica tiene poco valor
diagnostico (indica gque existid contacto con el agente, lo cual podria deberse a la vacunacion,

infeccion persistente, etc.) (Brihuega et al., 2017).

La seroreactividad de un animal solo indica el contacto con la bacteria, pero no significa

que los signos clinicos sean debido a una infeccién actual (Moldes, 2017).
Algunas técnicas seroldgicas son:

a. Macroaglutinacion o TR (Prueba de aglutinacion macroscépica en placa con antigeno
termorresistente): es una técnica tamiz o de cribado que se realiza mediante la aglutinacion

macroscépica con antigeno termoresistente.

El método TR, consiste en enfrentar el suero del paciente con un antigeno de género
especifico de una leptospira inactivada con calor, para observar una aglutinacion macroscépica
caracteristica (Chiani, 2013). El antigeno TR es una fraccion termoresistente del género
Leptospira spp y que reacciona frente a cualquier serovar (Moldes, 2017). Es una técnica

cuantitativa que detecta IgM (anticuerpos de fase temprana) (INTA, 2014).
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A pesar de su bajo costo y facil aplicacion, presenta la desventaja operativa en cuanto a
su subjetividad de interpretacion, baja sensibilidad y especificidad (Vanasco et al., 2012).

El TR brinda un diagndstico rapido en laboratorios de baja complejidad o ante la
necesidad de evaluar una poblacién numerosa, siempre con posterior confirmacion mediante la
MAT (Seijo y Mazzonelli, 1993; Vanasco et al., 2012; Chiani, 2013).

b. Microaglutinacion (MAT): es la base del diagnostico seroldgico y de la clasificacion
taxonémica (INTA, 2014; Brihuega et al., 2017). Determina los anticuerpos aglutinantes en el
suero de un paciente mediante la mezcla de varias diluciones con leptospiras (OMS, 2008;
Busson, 2018). Se enfrenta el suero con los distintos antigenos, la suspension suero/antigeno es
incubada durante 1 hora a 37° 0 3 hs a temperatura ambiente y luego se realiza la lectura en
basqueda de aglutinacion (Moldes, 2017). Los anticuerpos al unirse a las leptospiras forman
grumos que se observan utilizando microscopia de campo oscuro. Los anticuerpos aglutinantes
pueden ser IgM e 1gG (OMS, 2008).

Ha sido utilizada por mas de 70 afios y actualmente es la prueba diagndstica de eleccion
para el diagnostico de leptospirosis en pacientes con signos clinicos consistentes (Sykes et al.,
2010; Chiani, 2013).

Se utiliza para detectar anticuerpos antileptospiras en el suero, identificar los
aislamientos, clasificar cepas y de base para evaluar cualquier otro método seroldgico para el
diagnostico de leptospirosis. Es el método de referencia para el diagnostico serolégico con el fin

de determinar el serovar causante de la enfermedad (Godinez Santos, 2013).

Es una prueba serogrupo especifica que se basa en los antigenos de los lipopolisacaridos.
Las variaciones de los carbohidratos de los lipopolisacaridos son los responsables de la

diversidad antigénica de los diferentes serovares de Leptospira (Chiani, 2013).

c. Enzimoinmunoensayo (ELISA): puede detectar IgM e 1gG. Es uno de los métodos
mas usados para detectar leptospirosis aguda. Las IgM son los anticuerpos que se producen
primero y pueden ser detectadas por ELISA durante la primera semana de enfermedad a partir de
los tres dias de iniciados los sintomas, y la deteccion tardia de IgG permite diferenciar
infecciones recientes de pasadas. La deteccidn de anticuerpos IgM en una sola muestra confirma
una infeccidn reciente. La IgG comienza a generarse luego de la IgM y perdura por mas tiempo
(Chiani, 2013; Godinez Santos, 2013).
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Generalmente es usado un antigeno reactivo llamado género especifico (OMS, 2008;
Brihuega et al., 2017). El Dot-ELISA es un ensayo inmunoenzimatico que recurre al empleo de
inmundgenos, haptenos o anticuerpos marcados con una enzima, para revelar el reactivo
complementario en distintos fluidos bioldgicos. Es una prueba cualitativa, ya que indica
presencia o0 ausencia de un antigeno o anticuerpo determinado (Medrano Galarza et al., 2011).

Realizado en orina, el Dot-ELISA, detecta estructuras antigénicas de leptospiras, ya sean
vivas 0 no. En casos de enfermedad cronica, una prueba que detecta antigenos en orina es ideal
para confirmar o descartar el diagndstico que se obtuvo con la MAT (Medrano Galarza et al.,
2011).

d. Inmunofluorescencia (IF): puede ser una prueba directa o indirecta. En la prueba
directa se utilizan anticuerpos para detectar uno o varios epitopes de una cepa o varias cepas. En
la indirecta, los anticuerpos marcan anticuerpos antileptospiras (anticuerpos antianticuerpos)
(INTA; 2014).

Es utilizada para identificar serovares en tejidos y liquidos corporales y ademas puede
emplearse como método tamiz para identificar a los animales que eliminan los microorganismos
en orina cuando un cultivo es imposible de hacer o exige demasiado tiempo (Silva y Riedemann,
2007).

La técnica directa (IFD) consiste en la utilizacién de anticuerpos marcados con
fluoresceina, pueden estar dirigidos contra uno o varios epitopes de una o varias cepas, siendo
monovalentes o bivalentes respectivamente. En la prueba indirecta (IFI) los anticuerpos
marcados lo son contra anticuerpos antileptospiras (anticuerpos antianticuerpos), por lo que el

proceso se alarga un paso (INTA, 2014).

La IFI permite demostrar la presencia de anticuerpos de tipo IgM que estan presentes

normalmente en las primeras etapas de la enfermedad (Meny et al., 2014).

El éxito de la IFI, depende del nimero de organismos presentes y su localizacién en una
zona en particular dentro del 6rgano afectado, por lo cual es menos Util para portadores cronicos
(Silva y Riedemann, 2007).

DIAGNOSTICO DE TECNICAS BACTERIOLOGICAS

El aislamiento y la deteccion se pueden realizar a partir de érganos como higado,
pulmoén, cerebro, rifion y también a partir de fluidos corporales como sangre, leche, liquido
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cefalorraquideo, torécico, peritoneal y orina de animales infectados. En animales con
enfermedad crénica que funcionan como portadores, el aislamiento puede realizarse a partir de
rifion, orina o tracto genital (OIE, 2008; Moldes, 2017). Las muestras deben ser tomadas antes
de que el animal reciba tratamiento antibiético (Moldes, 2017).

El aislamiento es la prueba capaz de confirmar un diagnéstico presuntivo de
leptospirosis (INTA, 2014), y permite la identificacion definitiva de la cepa infectante por medio
de la caracterizacion genética y serologica de los mismos (Chiani, 2013). El crecimiento a veces
puede ser detectado después de cultivar una semana, pero muchas veces toma mas tiempo, por lo
que el medio de cultivo debe ser revisado a intervalos regulares durante 4 meses mediante la

utilizaciéon de un microscopio de campo oscuro (OMS, 2008).

Las muestras de eleccion son: orina, higado, humor acuoso, rifién, sangre, bazo, plasma,
pulmén, liquido cefalorraquideo y leche (INTA, 2014) y también muestras de fetos (higado,
rifion y pulmon en fetos). Los aislamientos son identificados por métodos seroldgicos o por
técnicas moleculares (Chiani, 2013). Durante los primeros 10 dias de infeccion, el mayor
namero de bacterias se encuentra en sangre, y una muestra de la misma es de eleccion durante la
primera semana de la enfermedad. Después de ese tiempo, los organismos se encuentran en
mayor porcentaje en orina. Cuando no se conoce el tiempo de infeccion, un test simultdneo de

sangre y orina aumentaria la sensibilidad del diagndstico (Sykes et al., 2010).

Otra técnica diagnostica, es la observacion al microscopio de campo oscuro (MCO): es
una técnica sencilla donde las leptospiras pueden observarse como microorganismos delgados,

enroscados y de movimientos rapidos (OMS, 2008; Brihuega et al., 2017).

La leptospira se encuentra en el limite del poder de resolucion del microscopio éptico
por su escaso grosor, es por esto que se recomienda la microscopia de campo oscuro con la cual
las espiroquetas se observan como hebras de plata sobre un fondo oscuro (Pérez Elias et al.,
2015).

Pueden realizarse distintas tinciones, entre las mencionadas se encuentran la tincion de

plata o argéntica (Warthin-Starry) y la tincién con inmunoperoxidasa (OMS, 2008).
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DIAGNOSTICO DE TECNICAS MOLECULARES

El PCR consiste en la amplificacion de secuencias de ADN mediante la accion de una
ADN polimerasa (INTA; 2014). La presencia de leptospiras se confirma mediante la deteccion e
identificacion de segmentos especificos del ADN de leptospira (OMS, 2008).

a. Ribotyping
b. Insercién de secuencias

c. Andlisis de endonucleasa de restriccion y electroforesis de campo pulsado en gel
(PFGE)

d. Amplificacién aleatoria de DNA polimérfico (RAPD) y PCR con primers arbitrarios
(AP-PCR)

e. Andlisis de polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados (AFLP)
f. Tipificacion de secuencias en multiples locus (MLST)
g. Analisis de repeticiones en tandem en maltiples locus (MLVA)

Los ensayos de PCR para detectar acidos nucleicos de Leptospiras estdn siendo
ofrecidos crecientemente por laboratorios de diagnéstico veterinario en el mundo (Sykes et al.,
2010).

Un gran ndmero de primers se han descripto para la deteccion de leptospirosis, de los
cuales dos han tenido una extensa evaluacion clinica. Los primers descriptos por Merien et al.,
(1992) amplifican fragmentos del ARN 16S tanto de leptospiras patdgenas como no patdgenas,
mientras que los descriptos por Gravekamp et al., (1993) no amplifican serovares de L.
kirschneri. Estas técnicas permiten amplificar segmentos de ADN presentes en suero, orina,
humor acuoso y tejidos corporales (Chiani, 2013).

-El ribotyping consiste en determinar perfiles de longitud de fragmentos de ADN
digerido probados con ARNr (Brihuega et al., 2017).

-La insercion de secuencias (IS) es un método basado en elementos de secuencias que
toman valor en estudios epidemioldgicos y es capaz de diferenciar serovariedades de diferentes
especies de Leptospira y entre serovares de una especie de Leptospira determinada (Brihuega et
al., 2017).
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-El andlisis de endonucleasas de restriccion y electroforesis de campo pulsado en gel
(PFGE) consiste en la comparacion de perfiles de restriccion en geles de agarosa o acrilamida.
Es un método confiable para tipificar cepas, pero es una técnica laboriosa y requiere grandes
cantidades de cultivo. La interpretacion y comparacion entre laboratorios también se dificulta
(Brihuega et al., 2017).

-La amplificacion aleatoria de ADN polimorfico (RADP) y PCR con primers arbitrarios
(AP-PCR) discriminan entre especies de Leptospiras y representan una técnica simple y rapida
para su identificacion y ademas para comparar entre serovares. Son Utiles para estudios de
epidemiologia, pero su costo es alto y su reproducibilidad es baja, lo que dificulta la

comparacion de resultados entre distintos laboratorios (Brihuega et al., 2017).

-El analisis de polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados (AFLP) o
también llamado analisis de polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados
fluorescentes (FAFLP); implica un procedimiento de tres pasos. Como desventaja requiere

mayor cantidad de cultivo comparado con otros métodos de PCR (Brihuega et al., 2017).

-La tipificacion de secuencias en multiples locus (MLST) no requiere grandes cantidades
de ADN purificado, pero requiere de un cultivo previo de un aislamiento. Es altamente

reproducible entre laboratorios (Brihuega et al., 2017).

-El analisis de repeticiones en tandem en maltiples locus (MLVA) tipifica las
serovariedades presentes en las diferentes especies de Leptospiras. Se usa solo para especies
patégenas de Leptospiras y puede diferenciar serovares. Es altamente reproducible entre

laboratorios. Una desventaja es que requiere un aislamiento previo (Brihuega et al., 2017).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general:

- Analizar distintas técnicas diagnosticas de leptospirosis mediante una revision

bibliogréfica actualizada.

2.2. Objetivos especificos:
-Describir las técnicas diagnosticas.
-ldentificar ventajas y desventajas de cada una de ellas.
-Comparar la especificidad y sensibilidad de las pruebas.

-Adquirir destreza en la busqueda, seleccion bibliografica y jerarquizacion de la

informacion, asi como también en la escritura cientifica.
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3. METODOLOGIA DE TRABAJO

Para el desarrollo de este trabajo se ha realizado una exhaustiva revision bibliogréfica de
literatura diferente: libros, articulos de revistas cientificas, manuales de organismos oficiales
(SENASA, INTA).

Para la busqueda del material cientifico (libros, revistas) se han utilizado una serie de
bases de datos, a través del servidor de la UNRC, como son:

e PubMed- Medline
e Google académico
e Scielo
e Sciens

Para la busqueda del tema en las bases de datos, se han utilizado distintas metodologias
de seleccion, como por ejemplo el uso de palabras claves, como asi también descriptores. Los

elementos de bisqueda utilizados fueron:
e Leptospirosis
e Diagndstico
e Z00nosis
e Técnicas diagnosticas
e PCR
e Inmunofluorescencia
e PCR+Leptospirosis
e Inmunofluorescencia + Leptospirosis

Una vez realizada la busqueda se descartaron los documentos que no presentaban acceso
libre al texto completo, los que contenian informacion irrelevante para este trabajo o los que

estaban en idiomas distintos al espafiol, inglés y portugués.

Los datos obtenidos en la bibliografia se analizaron en funcion de distintas variables que
fueron consideradas las mas importantes a la hora de evaluar y comparar las distintas técnicas

diagnosticas.
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Las variables incluidas en este analisis fueron:

-Bioseguridad: grado de riesgo de contraer la enfermedad que corre el operador al

realizar la técnica diagnostica.

-Interpretacion: grado de dificultad para leer los resultados de las pruebas diagndsticas y
posibilidad de que distintos operadores coincidan o difieran en el resultado obtenido.

-Velocidad en la obtencion de resultados: rapida (entre 1 y 48 hs), media (entre 48 hs y
14 dias), lenta (mas de 14 dias hasta 6 meses).

-Sensibilidad/especificidad.

-Tiempo desde la aparicion de la enfermedad.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

MICROAGLUTINACION (MAT)

Segun lo analizado en la bibliografia consultada, se observo que la MAT referida a
cuestiones de bioseguridad, presenta riesgo de infeccion para el personal, debido a la necesidad
de utilizar microorganismos vivos y al requerimiento del mantenimiento de cultivos de todas las
serovariedades a ser utilizadas (Chiani, 2013; Guerra, 2013; Godinez Santos, 2013; Busson,
2018).

También se hall6 como desventaja, que presenta reacciones cruzadas, debido a la
existencia de antigenos compartidos entre los diferentes serogrupos (Chiani, 2013; Montesdeoca
Castillo, 2017). Es necesario verificar periddicamente cada serovariedad para descartar la

posibilidad de contaminaciones cruzadas entre los antigenos (Sykes et al., 2010; Chiani, 2013).

En cuanto a su interpretacion es algo subjetiva y requiere conocimientos técnicos
considerables (Vanasco et al., 2007; Sykes et al., 2010; Chiani, 2013; Guerra, 2013; Sepulveda
Quintero, 2017; Busson, 2018). Los cultivos pueden contaminarse con el paso del tiempo (Sykes
et al., 2010).

Otro dato importante a considerar, son las variaciones en la interpretacion de los
resultados entre laboratorios que realizan la MAT. Ademas, pueden producirse falsos negativos
si el serovar infectante no esta incluido en el panel de serovares utilizados para realizar la prueba
(Sykes et al., 2010).

En el pasado, el serogrupo con el titulo mas alto se interpretaba como el serogrupo
infectante, sin embargo, pueden producirse titulos mas altos de reaccion cruzada a un serovar

que no es el infectivo (Sykes et al., 2010; Godinez Santos, 2013).

Ademas, se evidencié que en las primeras semanas de enfermedad, las reacciones
cruzadas heterdlogas con otros serovares pueden ser mas fuertes que la reaccion homéloga con
el serovar infectante. Puede ocurrir que una reaccion heter6loga sea positiva y la reaccion
homologa negativa, a esto se le llama “reaccién paradodjica” (Godinez Santos, 2013; Moldes,

2017).

Estas reacciones paraddjicas son especialmente comunes en la infeccién temprana y
cuando varios serovares circulan dentro de la poblacion. Se ha demostrado que la identidad

predicha del serogrupo infectante cambia a lo largo del curso de la infeccién en perros (Sykes et
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al., 2010). El titulo de anticuerpos de reaccion cruzada tiende a disminuir después de algunos
meses, mientras que los anticuerpos serogrupo y serovar especificos pueden persistir hasta afios
(Godinez Santos, 2013). En perros, el serogrupo con el titulo mas alto también varia
dependiendo del laboratorio que realice la MAT, lo que refleja la falta de estandarizacién del
ensayo (Sykes et al., 2010).

Por lo tanto, la MAT no se recomienda para predecir los serogrupos que circulan en la
poblacién (Sykes et al., 2010). Tampoco es Util para identificar los serovares involucrados en la
enfermedad (Meny et al., 2014; Montesdeoca Castillo, 2017).

En cambio, se recomiendan estudios con aislamiento de leptospiras para fines
epidemioldgicos, asi como para la seleccion de antigenos para el desarrollo del ensayo

diagndstico y el disefio de vacuna (Sykes et al., 2010).

La MAT es la técnica respecto a la cual se comparan las demas técnicas desarrolladas,
evaluandose y comparandose mediante la sensibilidad y especificidad diagnostica. Presenta
mayor sensibilidad y especificidad que los métodos diagndsticos de aislamiento e

inmunofluorescencia indirecta (Silva y Riedemann, 2007).

Es una prueba altamente especifica, pero su sensibilidad es limitada durante la fase
aguda ya que los anticuerpos son detectables a partir de los 7-10 dias luego de la aparicion de los
sintomas, lo cual retarda el diagndstico y tratamiento (Vanasco et al., 2007; Cardona et al.,
2008).

La MAT en casos de leptospirosis cronica presenta menor capacidad diagndstica, ya que
en esta etapa los anticuerpos son muy bajos y ademas no se observaria una seroconversién en las
muestras pareadas. Es por ello, que en casos crénicos la observacion en campo oscuro, la
impregnacion argéntica y la inmunohistoguimica podrian resultar mas sensibles que la técnica de
aglutinacién microscopica (Velasco-Castrejon et al., 2007). Otro inconveniente es que no

distingue anticuerpos vacunales de los causados por la enfermedad (Busson, 2018).

En un trabajo que compara la sensibilidad de la MAT con otros métodos de diagnéstico,
en cuatro grupos de personas con diagnostico de leptospirosis, se constatd que la MAT obtuvo
una sensibilidad alta, que vari6 significativamente entre los grupos de 86.9%, 85.7%, 91.0% y
96.2% Yy que la sensibilidad del diagndstico alcanza el 100% al combinarse con cultivos como

método de confirmacién. Sin embargo, las pruebas fueron reevaluadas mediante la utilizacion de
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modelos de clase latente bayesianos, y la sensibilidad de la MAT disminuy6 a 49.8% y la
especificidad a 98.8% (Limmathurotsakul et al., 2012).

En otros trabajos, se encontré una sensibilidad hasta del 92% y una especificidad hasta
del 95% en humanos (Godinez Santos, 2013) y los mismos valores en caninos (Medrano Galarza
et al., 2011; Busson, 2018).

TEST DE MACROAGLUTINACION O ANTIGENO TERMORESISTENTE
(TR)

Es una técnica poco estudiada en caninos (Chiani, 2013). La ventaja de esta técnica es su
rapidez y facilidad de ejecucion. Ademas, es una técnica segura debido a que los antigenos

utilizados son previamente inactivados por calor (Chiani, 2013; Moldes, 2017).

Presenta como desventajas que se requiere el uso de muestras limpidas y bien
conservadas, se debe realizar la estandarizacion del reactivo, debido a la dificil produccion del
mismo, tanto entre laboratorios como en el mismo laboratorio, sumado a que la interpretacion de
resultados es subjetiva (Chiani, 2013; Moldes, 2017).

Ademas, otra desventaja hallada, es que algunos estudios describen la obtencion de

falsos negativos y positivos (Chiani, 2013) y no permite determinar el serovar (INTA, 2014).

Algunos trabajos realizados en caninos, muestran resultados de sensibilidad y
especificidad dispares, como por ejemplo Lilenbaum et al. (2002) registraron una sensibilidad
del 94.3% y una especificidad de 91.7% y Chiani (2013) obtuvo una sensibilidad de 70.59% y
especificidad de 76.73%. La baja sensibilidad y especificidad encontradas por este dltimo autor,
concuerdan con los resultados hallados por otros autores (Banfi et al., 1984; Regalado Segui et
al., 1990; Levett, 2007).

En un estudio realizado por Seijo y Mazzonelli (1993) se obtuvo una sensibilidad global
del TR respecto a la MAT de 97.7% v, al excluir las MAT positivas por anticuerpos residuales

se obtuvo una sensibilidad del 99% y una especificidad del 99.4%.

CULTIVO

El cultivo detecta leptospiras patdgenas y posee una potencial utilidad en el curso
temprano de la infeccion, cuando las pruebas que ponen en evidencia anticuerpos son

frecuentemente negativas (Sykes et al., 2010). También puede confirmar una infeccion activa en
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animales con test de anticuerpos positivos que poseen historial de vacunacion para leptospirosis
(Sykes et al., 2010).

Podria detectar infeccion en perros con falla renal o hepética crénica, casos en los cuales
la MAT no detectaria una seroconversion en las muestras pareadas (Sykes et al., 2010).

El cultivo presenta sus limitaciones. Tiene baja sensibilidad; solo se logran aislamientos
en el 50% de los casos (Vanasco et al., 2007; Silva y Riedenmann, 2007; Sedano et al., 2015).

Existen pocos estudios que evallen la MAT frente al cultivo en cuanto a sensibilidad y
especificidad. Uno de ellos fue realizado por Cumberland et al. (1999), quien encontré una
sensibilidad de la MAT de 30% y 63% en etapas agudas y 76% en la etapa convaleciente,
considerando un caso confirmado aquel donde se logro el aislamiento de leptospiras. En otro
estudio realizado por Limmathurotsakul et al (2012), se hall6 una sensibilidad de la MAT de
49,8% y para el cultivo una sensibilidad del 10,5%; y la especificidad fue del 98,9% para la
MAT y del 100% para el cultivo.

En un estudio al comparar los hallazgos previos positivos a la MAT con el cultivo a
partir de tejido renal, se obtuvieron los siguientes resultados. EI método de aislamiento presentd
una sensibilidad del 0% y una especificidad del 100% relativo a la MAT, no se observo
concordancia entre estos dos métodos, ya que no se logré obtener ninglin aislamiento (Silva y
Riedenmann; 2007), otro autor por el contrario, indica que la sensibilidad del cultivo no supera
el 20% (Chiani, 2013).

La baja sensibilidad del hemocultivo se debe principalmente a que las leptospiras solo
estan presentes en sangre durante la primera semana de la enfermedad (Limmathurotsakul et al.,
2012).

Es comdn que se presente contaminacion por hongos u otros saproéfitos, lo que hace que
el cultivo sea laborioso y no siempre exitoso (Silva y Riedenmann, 2007; Sykes et al., 2010).
Ademas, requiere un medio especial y el crecimiento es lento, con un periodo de incubacion de 3
a 6 meses, por lo cual no es util para un diagndstico temprano (Sykes et al., 2010; Moldes,
2017).

En cuanto a costos, el cultivo es mas costoso comparandolo con las pruebas seroldgicas,

ademas de ser esta Gltima mas rapida y sencilla (Pérez Elias et al., 2015).
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PCR

Ofrece alta sensibilidad y especificidad, pero se limita a laboratorios de mediana y alta
complejidad (Brihuega et al., 2017).

Es una técnica muy util para diagnosticar leptospirosis en las fases iniciales de la
enfermedad. Resultados negativos no descartan leptospirosis, porque podria ocurrir que el
nimero de microorganismos sea muy pequefio, u otros factores, como inhibidores de PCR
(Sykes et al., 2010; Chiani, 2013). Ademas, es una prueba muy susceptible a contaminaciones
con ADN exdgeno, lo que puede dar falsos positivos (Chiani, 2013).

Actualmente se utiliza el PCR real time, que realiza amplificacion y deteccién
simultaneamente. Esto presenta algunas ventajas comparando el PCR convencional, como es la
rapidez, automatizacion, mayor sensibilidad y especificidad. Ademas, tiene la capacidad de

diferenciar leptospiras patogenas de no patdgenas (Chiani, 2013).

Si bien el PCR real time posee gran sensibilidad y especificidad, ya que algunos detectan
género y especie en menos de tres horas, tiene la desventaja de presentar un mayor costo y
equipamiento necesario, por lo que pocos laboratorios lo utilizan. Mediante PCR real time no se

puede determinar la serovariedad infectante (Chiani, 2013; Godinez Santos, 2013).

Sus principales ventajas consisten en su rapidez y que no requiere que las leptospiras

estén viables o que mantengan su integridad morfoldgica y antigénica (Chiani, 2013).

En los Gltimos afios se han desarrollado técnicas que permiten determinar la cepa
infectante (ARNr 16s, VNTR, MLST) pero son técnicas mas complejas que se realizan en pocos

laboratorios de investigacion (Chiani, 2013).

El valor diagnostico del PCR es determinado principalmente por su capacidad de
confirmar casos en la fase aguda, antes que los anticuerpos sean detectados mediante serologia
(Cardona et al., 2008). Para lograr un resultado exitoso mediante la utilizacion de PCR se
requiere tomar la muestra durante la primera semana de la aparicion de los sintomas y si es
posible antes de la terapia con antibidticos (Cardona et al., 2008; Sedano et al., 2015), a
diferencia de la MAT en la cual el momento ideal para la toma de muestra es a partir de los 7-10
dias de aparecidos los sintomas, cuando los titulos de anticuerpos detectables por la técnica

aumentan (Vanasco et al., 2007; Cardona et al., 2008).

Un tratamiento reciente con antimicrobianos puede resultar en falsos negativos, tanto
para un cultivo como para PCR. Sin embargo, multiples dosis de antibiético pueden ser
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requeridas antes de que un resultado de PCR de negativo, ya que esta técnica detecta tanto
microorganismos viables como no viables (Sykes et al., 2010).

Las pruebas de PCR poseen una especificidad y sensibilidad que puede variar entre un
50% y 90% (Chiani, 2013).

En un estudio realizado en humanos, con infeccién reciente, la sensibilidad del PCR en
suero fue del 22% y en orina del 44%, en ambos tipos de muestra la especificidad fue del 100%.
La menor sensibilidad en suero puede deberse al efecto de agentes inhibidores o a la ausencia de
leptospiras en las muestras, ya sea por una leptospiremia corta o por no haber tomado la muestra

en la fase més adecuada (Cardona et al., 2008).

La sensibilidad del PCR combinando suero y orina fue del 55% (Cardona et al., 2008),
contrario a lo hallado por Céspedes et al., (2007) quien informé que el PCR en orina fue poco

sensible para detectar leptospirosis.

En el estudio realizado por Cardona et al, (2008) también fue realizada la MAT, y se
evidencié que aquellos casos que dieron negativos (43), resultaron positivos a leptospiras por

PCR en 14 muestras de orina y en 12 muestras de suero.

En otro estudio realizado en humanos, se obtuvo un 100% de sensibilidad con PCR en
sangre antes de los primeros ocho dias de enfermedad, detectando mas casos que la MAT o

ELISA evaluados en forma individual o conjunta (Céspedes et al., 2007).

Esto es distinto, en muestras evaluadas a los ocho o mas dias de enfermedad, donde la
sensibilidad disminuye al 30% (Céspedes et al., 2007), contrario a la MAT, la cual a partir de los

ocho dias es capaz de detectar anticuerpos (Vanasco et al., 2007; Cardona et al., 2008).

La especificidad es muy buena independientemente del tiempo de enfermedad del

paciente (Céspedes et al., 2007).

ELISA

Se considera mas sensible que la MAT, es facil de estandarizar, los antigenos pueden
mantenerse estabilizados durante meses y no presenta riesgo para los técnicos (Godinez Santos,
2013).

Presentan mucha sensibilidad, pero carece de la especificidad de la MAT (INTA, 2014;
Brihuega, 2017).
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La deteccion de IgM en una sola muestra es confirmatoria de una infeccion reciente
(Godinez Santos, 2013; Busson, 2018). Sin embargo, todo resultado positivo con ELISA debe
ser confirmado mediante la MAT (Moldes, 2017).

Al igual que la MAT, no diferencia anticuerpos vacunales de los propios de la
enfermedad. En perros vacunados, en general se detectan titulos altos de 1gG y bajos o nulos de
IgM (Busson, 2018).

Las técnicas de ELISA solo detectan anticuerpos género especificos y no son Utiles para

la identificacion de serogrupo o serovar (Chiani, 2013).

Son técnicas sencillas de realizar, seguras, faciles de automatizar y Gtiles para evaluar

muchas muestras en poco tiempo (Chiani, 2013).

El uso de test de anticuerpos rapidos como prueba de deteccion antes de realizar la
MAT, puede ayudar a disminuir los falsos negativos relacionados con la inclusion de serovares
inadecuados en esta técnica (Sykes et al., 2010). Incluso, en laboratorios donde no se realiza la

MAT, un resultado de ELISA puede adelantar el diagnostico presuntivo (Chiani, 2013).

Los ELISAs detectan anticuerpos aglutinantes y no aglutinantes, y estos Gltimos no son
detectados por la MAT (Chiani, 2013).

Los ELISAs desarrollados para caninos, mostraron diferentes sensibilidades y
especificidades. Mediante la utilizacion de antigenos calentados o extractos crudos mostraron
una sensibilidad de 100% y especificidad de 95.6%, al utilizar proteinas recombinantes como
antigenos se obtuvieron sensibilidades y especificidades del 96.9 y 97.08% respectivamente para
la LipL32 y del 84.5% y 77% respectivamente para el antigeno recombinante del gen Lig Ay B
(Chiani, 2013).

En el trabajo desarrollado por Hartleben et al. (2013) se indica que la sensibilidad y
especificidad de un ELISA rLipL32 para leptospirosis porcina fue de 100% y 85.1%
respectivamente, similar a lo informado por Joseph et al. (2012) al emplear ELISA rLipL21 para

la deteccidn de leptospirosis bovina quien obtuvo una sensibilidad 100% y especificidad 97%.

Se ha comparado la MAT con un Dot-ELISA que detecta anticuerpos en suero, y se
obtuvieron resultados de 91.2% de sensibilidad y 81.3% de especificidad frente a la MAT
(Medrano Galarza et al., 2011).
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INMUNOFLUORESCENCIA

Es una técnica segura ya que no requiere el uso de bacterias viables en la etapa de
ejecucion de la técnica y en la lectura de los resultados. Ademas, ofrece comodidad ya que se
requiere una sola muestra de suero y se obtienen resultados tan solo en 3-4 horas (Meny et al.,
2014).

Como desventajas, se necesita un microscopio de fluorescencia (luz ultravioleta) y un
observador avanzado para no confundir el diagnéstico (INTA, 2014; Meny et al., 2014;
Brihuega et al., 2017).

Los anticuerpos obtenidos para la realizacion de la Inmunofluorescencia indirecta (IFI)
no son serovares especificos (Silva y Riedemann; 2007; Meny et al, 2014). Otra desventaja
encontrada es que un resultado negativo no descarta la infeccion, por lo que es necesario analizar
una segunda muestra mediante la MAT para confirmar o descartar la enfermedad (Meny et al,
2014).

En un estudio donde se compara la IFl y la MAT, se analizaron 161 muestras de las
cuales 97 fueron positivas a la MAT. De esas 97 muestras, 51 tuvieron resultados negativos en la
primera muestra observandose seroconversion en la segunda. En este grupo se registré que 32
muestras dieron positivas a la IF IgM, con una sensibilidad de 79% y una especificidad de 100%

en fase aguda en sueros (Meny et al., 2014).

Los resultados de Meny et al. (2014) demuestran que la IF-IgM es una herramienta util

para el diagndstico temprano de leptospirosis.

En comparacién con la MAT, es una técnica rapida y de facil ejecucion. Es una prueba
atil para definir el diagnostico y tomar una decisién terapéutica cuando el resultado es positivo

en la primer toma de muestra (Meny et al., 2014).

En un estudio realizado por Silva y Riedenmann (2007), se comparé las técnicas MAT,
cultivo e IFI en 50 caninos. Se obtuvo que 7 muestras resultaron positivas a la MAT vy de esas, 5
resultaron positivas a la IFI y ninguna al cultivo. En relacion a la IFI, al ser comparada con la
MAT, el método de IFI presenté sensibilidad de 57.1% y especificidad de 97.7%, observandose

una concordancia del 62.3% (Silva y Riedenmann, 2007).
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EXAMEN DIRECTO EN CAMPO OSCURO

Su principal ventaja es la sencillez y rapidez con la que se obtiene un diagnostico
presuntivo. Las principales desventajas son su baja sensibilidad, debido a que son necesarias 10*
leptospiras por ml de muestra para poder ser detectadas (Chiani, 2013).

Presenta también baja especificidad, debido a la dificultad de reconocer las leptospiras y
a la ocurrencia de falsos positivos con frecuencia, debido a que algunos artefactos presentes en
las muestras como proteinas plasmaticas, fibrina y residuos tisulares son dificiles de distinguir de
las leptospiras, por lo que es una técnica Util para quienes tienen considerable experiencia

observando leptospiras (Chiani, 2013; Godinez Santos, 2013).

Esta técnica no aporta un diagnostico definitivo ni puede descartar la leptospirosis en un
diagnéstico diferencial (Chiani, 2013), es por esto que debe ser siempre confirmada con otras
pruebas (Godinez Santos, 2013).
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5. CONCLUSION

El diagnéstico clinico de la leptospirosis sigue siendo dificil para el médico veterinario,
debido al amplio rango de sintomatologia, que muchas veces ocasiona que sea confundida con
otras enfermedades y aunque el clinico sospeche de la enfermedad, confirmarlo mediante el

laboratorio es complicado, sobre todo si las técnicas no son utilizadas en el momento oportuno.

Es necesario que el veterinario clinico conozca las distintas pruebas diagndsticas
disponibles y las utilice de forma adecuada, dependiendo de la etapa de la enfermedad en la que
el paciente se encuentre, para asi obtener un diagnostico definitivo e instaurar el tratamiento

especifico, aumentando la probabilidad de recuperacion del paciente.

De lo analizado en las distintas bibliografias consultadas, actualmente ninguna técnica
reemplaza al uso de la MAT, aunque algunas presentan ventajas en cuanto a sensibilidad y
especificidad, como el PCR, pero necesita de infraestructura que limita su uso a laboratorios
especializados. Otro ejemplo, es el cultivo que si bien es una prueba que confirma el diagndstico
cuando se aisla el agente y la muestra puede ser tomada en etapa aguda de la enfermedad,

presenta la desventaja del tiempo de demora en obtener el resultado.

Sin embargo, la MAT disminuye su especificidad en cuadros cronicos de la enfermedad,
por lo tanto, en estas situaciones se podria combinar con otras técnicas como son cultivo, PCR,

ELISA, inmunofluorescencia y observacidén en campo oscuro.

Se considera importante concluir que la combinacion de distintas técnicas, permite
aumentar los parametros de sensibilidad y especificidad. Algunas combinaciones factibles de
técnicas a utilizar podrian ser la observacién en campo oscuro y MAT; cultivo y MAT; PCR en
orina y PCR en suero; Elisay MAT; e IF y MAT.

A pesar de que la MAT es una técnica que requiere mantenimiento del cepario, un
procedimiento laborioso y ademas en algunas ocasiones requiere tomar muestras pareadas del
paciente, sigue siendo la técnica necesaria para confirmar o descartar el diagnodstico de

leptospirosis.
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