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- DIAGNOSTICO
DE LA LEPTOSPIROSIS Y TIPIFICACION
DE LAS LEPTOSPIRAS

Informe de un grupo de estudio

En diciembre de 1952 y bajo los auspicios de la United States Army
Medical Service Graduate School, se celebré en Washington un simposio
dedicado a la leptospirosis. Los trabajos de esa conferencia, a la que asis-
tieron eminentes especialistas de los Estados Unidos y de Europa en la
materia, se han publicado ulteriormente.® A continuacién del simposio,
la OMS reunid, con cardcter oficioso, a algunos de esos especialistas para
hacer una revision de los conocimientos actuales sobre los aspectos epide-
mioldgicos de la enfermedad y determinar los puntos en que era necesaria
la cooperacion internacional, a fin de aumentar la eficacia de las medidas
de proteccion adoptadas por los servicios de salud publica.

En esa reunién se puso de manifiesto que las mayores dificultades con
que se tropieza en la esfera de la leptospirosis surgen por discrepancia,
entre los técnicos de laboratorio, en lo que se refiere a los métodos de diag-
noéstico de la enfermedad y a la clasificacidn de las Ieptospiras. Uno de los
principales obstdculos es la falta de técnicas sencillas de investigacion y
de métodos uniformes de laboratorio, que permitan comparar mejor los
resultados obtenidos en los diferentes paises.

La OMS se propuso recientemente aclarar, con fines internacionales,
la cuestion de las técnicas de laboratorio aplicables a las leptospirosis y para
ello convocd un grupo de estudio sobre leptospirosis que se encargase de
examinar los resultados ya obtenidos y de trazar un plan de trabajo. El
Grupo de Estudio se reunié en el Instituto de Higiene Tropical y Patologia
Geografica de Amsterdam, del 2 al 4 de noviembre de 1955. Fue elegido
Presidente el Profesor J. W. Wolff y Relator el Dr. J. C. Broom.

1. CLASIFICACION

El Grupo de Estudio estim6 que-el mejor método de clasificacion es el
que utilizan actualmente muchos laboratorios importantes, especializados
en leptospirosis, y que consiste en subdividir el género Leptospira en diversos

1 United States of America, Army Medical Service Graduate School (1953) Sympo-
sium on the leptospiroses, Washington, D.C. (Medical Science Publication No. 1)
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4 DIAGNOSTICO DE LA LEPTOSPIROSIS

serotipos segun los caracteres de sus aglutinégenos, determinados por
reacciones de aglutinacién y de absorcion cruzada mediante sueros inmunes
de conejo (véase Anexo 2, pagina 13).

El Grupo convino, ademds, en que no debia recomendarse la modifi-
cacion de los criterios que, para diferenciar los diversos serotipos, aceptd
el Subcomité de Leptospiras de la Comisién Internacional de Nomenclatura
Bacterioldgica en el Sexto Congreso Internacional de Microbiologia, cele-
brado en 1953.1 Asi, pues, se considera que dos cepas pertenecen a tipos
serologicos distintos si, después de absorcion cruzada con cantidades
adecuadas de antigeno heterélogo, el antisuero de cada cepa conserva
regularmente el 10 ), o mas del titulo obtenido en la cepa homdloga.

El Grupo observé que se han recomendado limites inferiores al 10 9,
que pueden aplicarse, en ciertos casos, para establecer una diferenciacion
mads exacta de los serotipos. La aplicacion de esos limites permitiria destacar
las diferencias antigénicas secundarias que pueden existir entre cepas que,
con arreglo al criterio del 10 %, pertenecen al mismo serotipo. Si esas
diferencias fuesen constantes, podrian revestir importancia epidemiolégica.
Por otra parte, el Grupo admitié sin reservas que los métodos bioquimicos
de distincién antigénica de las leptospiras, e incluso otros métodos, acaso
proporcionen en el futuro un medio nuevo y mas satisfactorio de diferen-
ciacion.

2. SUEROS PATRON
DE REFERENCIA Y LABORATORIOS DE REFERENCIA

Durante el afio 1954 especialistas de ocho laboratorios 2 que recibieron
ayuda de la OMS, colaboraron en la determinacion del contenido de
aglutininas homoélogas de antisueros correspondientes a seis serotipos de
leptospiras. Ese trabajo se inicié como estudio experimental destinado a
elaborar técnicas que permitiesen preparar ulteriormente sueros patrén de

1 Int. Bull. bact. Nom. Taxon., 1954, 4, 115
2 Dr. B. Babudieri, Istituto Superiore di Sanita, Roma, Italia
Dr. C. Borg-Petersen, Statens Seruminstitut, Copenhague, Dinamarca
Dr. J. C. Broom, The Wellcome Laboratories of Tropical Medicine, Londres,
Reino Unido
Dr. Mildred M. Galton, Leptospira Research Laboratory, Communicable Disease
Center, Chamblee, Ga., Estados Unidos de América
Lieutenant-Colonel C. A. Gleiser, Army Medical Service Graduate School, Walter
Reed Army Medical Center, Washington, D.C., Estados Unidos de América
Dr. J. van der Hoeden, Instituto Israeli de Investigaciones Biologicas, Ness-Ziona,
Israel .
Dr. E. Wiesmann, Institut de Bactériologie du Canton de Saint-Gall, Saint-Gall,
Suiza
Profesor J. W. Wolff, Instituto de Higiene Tropical y Patologia Geografica (Rea
Instituto Tropical), Amsterdam, Pafses Bajos
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referencia para uso internacional. El Grupo estudi6 los resuitados de los
ensayos y llegb a las siguientes conclusiones :

1) La preparacién de tales sueros patrén de referencia seria muy util,
desde el punto de vista internacional, para los trabajos sobre la leptos-
pirosis.

2) A ser posible debiera prepararse un antisuero especifico de cada
uno de los serotipos y de los subtipos (biotipos) bien establecidos. Esos
sueros se prepararian en forma desecada y, en la medida de lo posible,
conforme a los métodos empleados para la preparacién de sueros patrén
internacionales. Esto supondria métodos uniformes de preparacion, de
envasado en ampollas, de desecado por congelacion, etc., asi como prever
la ejecucién posterior de pruebas de verificacion por los diversos labora-
torios participantes.

3) Los sueros patrén de referencia estarian a la disposicién de los
laboratorios de referencia de leptospirosis, creados con la colaboracién de
la OMS y de la FAO para atender diversas regiones del mundo. El Grupo
sugiere que se establezcan laboratorios de referencia en Amsterdam,
Londres, Roma, Tokio y Washington, D.C., y que, segtin las necesidades,
se creen ulteriormente mds laboratorios para atender diversas zonas geo-
gréficas.!

4) Los sueros patron de referencia se utilizarian sobre todo para com-
probar periédicamente la pureza de las cepas bdsicas procedentes de la
coleccién de Amsterdam, que se aceptan como representativas de las
especies tipo originales.

5) Los laboratorios de referencia suministrarian en su Regién cultivos
de las cepas a los laboratorios nacionales que los solicitasen, o a otros
laboratorios reconocidos que se ocupen de leptospirosis. Siempre que fuera
posible, los laboratorios de referencia ayudarian a los otros laboratorios de
leptospirosis a identificar y clasificar las nuevas cepas que planteen proble-
mas dificiles y, cuando fuera posible, prestarian otros servicios como el
suministro de antisueros especificos preparados localmente y la formacion
del personal de laboratorio que quisiera seguir cursillos para aprender las
técnicas bioldgicas relacionadas con las leptospirosis.

3. "METODOS DE DIAGNOSIS
3.1 Cultivo

El método mas seguro para diagnosticar la leptospirosis consiste en
aislar el agente causal, y para ello el hemocultivo es uno de los mejores

! En el Anexo 1 (pagina 11) se incluye una lista de los laboratorios de referencia de
leptospirosis, designados por la OMS y la FAO hasta el 30 de noviembre de 1956. — RED,
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medios de que se dispone. En una monografia del Dr. Wolff* figuran
diversas férmulas de medios satisfactorios, tales como los de Fletcher,
Vervoort y Korthof. Las muestras de sangre deben extraerse lo mds pronto
posible después del comienzo de la enfermedad y de preferencia en los pri-
meros dias. En 5 0 6 ml de medio de cultivo se afladirdn algunas gotas de
sangre y el cultivo podrd enviarse entonces a un laboratorio adecuado para
su examen. Es preferible incubar esos cultivos a 37°C y examinarlos con
intervalos de cuatro o siete dias durante un mes por lo menos, pero, cuando
no se disponga de incubadora, pueden conservarse a temperaturas mas
bajas (alrededor de 25°C). Para los hemocultivos es conveniente utilizar
frascos de suero cerrados con una membrana de caucho. El inéculo puede
estar formado por sangre incoagulable o por sangre total, pero también
puede triturarse un coagulo de sangre y afladir algunas gotas en los frascos
de cultivo. A veces es conveniente desfibrinar la sangre, sobre todo cuando
el suero debe someterse a las reacciones de fijacion del complemento o de
aglutinacion.

La administracién de antibiticos a un paciente no influye necesaria-
mente en la eficacia de los hemocultivos. No obstante, se encarece que se
haga la primera toma de sangre antes de la administracién de antibidticos.
Durante el periodo febril deben tomarse varias muestras de sangre.

El liquido cefalorraquideo o la orina obtenida asépticamente pueden
cultivarse del mismo modo que la sangre total, utilizando un inéculo de
0,5 ml a 5 ml de medio de cultivo.

3.2 Inoculaciones en animales

Cuando no se dispone mds que de material que no es bacterioldgica-
mente estéril, conviene proceder a la inoculacién en animales lo antes
posible después de haberse obtenido la muestra de sangre. Los animales
mds corrientemente utilizados son cobayos jévenes de 200 g aproxima-
damente, pero muchos serotipos no provocan en esos animales infeccién
mortal. Por lo tanto, es conveniente someter al examen microscépico en
campo oscuro una gota de liquido peritoneal extraido entre el segundo y
el séptimo dia después de la inoculacién. Si el examen es positivo, puede
extraerse sangre por puncién cardiaca para hacer un cultivo e identificar
ulteriormente la cepa. Algunos laboratorios efectian sistemdticamente
cultivos de sangre extraida de los cobayos el séptimo dia después de la
inoculacién.

Deben tomarse muestras de sangre del cobayo un mes después de la
inoculacién para investigar la posible presencia de anticuerpos de las lep-
tospiras.

1 Wolff, J. W. (1954) The laboratory diagnosis of leptospirosis, Springfield, Ill., pag. 19
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Para aislar el agente causal se han utilizado con gran éxito polluelos
de uno o dos dias. En ese caso se les inocula por via intraperitoneal una
muestra de orina o de otra sustancia que pueda contener gérmenes. Seis dias
después de la inoculacién se somete al examen microscopico en campo
oscuro la sangre del corazén del polluelo.

Para aislar las leptospiras partiendo de material no contaminado,
pueden utilizarse huevos con embrién de 9 a 11 dias. Se examina el liquido
alantoideo cuando el embrién observado al trasluz parece dar muestras de
inactividad.

El empleo de hamsters jévenes (de 3 a 6 semanas) y de meriones jovenes
(de unas 6 semanas) ha resultado particularmente eficaz para aislar ciertos
serotipos — L. canicola y L. grippotyphosa, por ejemplo — cuando los
cobayos no han dado resultado plenam:nte satisfactorio.

No se aconseja el empleo de ratas o ratones blancos para tratar de
aislar leptospiras, porque esos animales son con frecuencia portadores
naturales de dichos gérmenes.

Los técnicos poco experimentados en la materia no deben tratar de
diagnosticar la leptospirosis basindose unicamente en el examen microsco-
pico directo en campo oscuro, porque con frecuencia se encuentran ele-
mentos similares a Leptospira que inducen a error.

El cuadro que figura a continuacién indica de un modo muy general las
posibilidades de aislar leptospiras por diversos métodos que suponen el
empleo de muestras de sangre u otras, extraidas en diferentes momentos con
posterioridad a la aparicién de la enfermedad :

METODOS MAS ADECUADOS PARA DIAGNOSTICAR LA LEPTOSPIROSIS

Muestras examinadas
Fase .
Método Liquido . o
de la enfermedad Sangre | cefalo- Orina h:ejalgigo 'I;ejldlo
rraquideo p ena
Examen micros- En los 8 primeros
cépico en dias + + + +
campo oscuro Posteriormente + +
Inoculacién en En los 8 primeros
animal dias + + + +
Posteriormente + +
Cultivo directo En los 8 primeros
as + + + +
Posteriormente +
Serorreaccion En los 8 primeros
dias +) +)
Posteriormente + +

(+) Resultado que sera probablemente negativo, pero que permitira hacer una comparacién
con el resultado de una reaccidn ulterior ’
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3.3 Serorreacciones

3.3.1 La reaccién de aglutinacion-lisis

La reaccion de aglutinacién-lisis con cultivos vivos se considera la
mds eficaz, por si sola, para descubrir la presencia de anticuerpos de lep-
tospiras. Los detalles esenciales de la técnica se describen en la monografia
de Wolff,! pero los laboratorios disienten con frecuencia en cuanto a los
criterios de apreciacién del punto final de la reaccién. El Grupo de Estudio
considera que este punto corresponde a la mayor dilucién de suero, en la
cual se observa una diferencia notable, en primer lugar, en comparacién
con el testigo y, en segundo lugar, con la dilucién de suero inmediatamente
superior. Esa diferencia consiste en el grado de aglutinacién, en el nlimero
de leptospiras libres o en la asociacién de ambos factores.

3.3.2 Reacciones de aglutinacién simple al microscopio

El empleo de cultivos vivos presenta a veces inconvenientes, en cuyo
caso pueden reemplazarse los cultivos vivos por antigenos muertos, que
normalmente consisten en suspensiones de leptospiras muertas por formol.
El inconveniente de los antigenos muertos es que no son estables durante un
periodo bien determinado. Antes de utilizarlos, es preciso comprobar
siempre que no presentan manifestaciones de autoaglutinacién o de pérdida
de sensibilidad. Esta comprobacién debe efectuarse también con los anti-
genos vivos. : '

En las reacciones empleadas en los exdmenes en serie, puede abreviarse
el trabajo utilizando un solo antigeno que comprenda tres serotipos dis-
tintos. Otro método consiste en combinar un maximo de cinco muestras de
suero y por esa mezcla buscar la aglutinacién de un antigeno constituido
por un solo serotipo. En caso de reaccién positiva, es preciso proceder
entonces a ensayos separados con cada antigeno especifico, si se ha elegido
la primera solucién, y con cada uno de los sueros, si se ha optado por la
segunda. )

En los serodiagndsticos corrientes es casi imposible efectuar pruebas
con todas las cepas que se sabe pertenecen a un tipo antigénico distinto, por
lo cual el numero de cepas utilizadas debe limitarse de acuerdo con los
medios de que disponga el laboratorio, tratando siempre de abarcar un
campo lo mds amplio posible a los efectos del diagnéstico. La eleccién y
el nimero de las cepas empleadas varia, por lo tanto, en funcién de los dos
factores siguientes : @) alcance y cardcter particular del examen, y &) distri-
bucién de las diferentes leptospirosis cuya presencia en la Regién se conoce
o se sospecha. g

L Wolff, J. W. (1954) The laboratory diagnosis of leptospirosis, Springfield, Ill., pag. 39
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Para llegar a una identificacion mds precisa, la reacciéon de aglutina-
cidn-lisis es preferible a la que utiliza antigenos muertos, porque las reac-
ciones cruzadas obtenidas con estos ultimos pueden diferir de las que se
observan en la de aglutinacién-lisis.

Por otra parte, se han descrito diversas variedades de reacciones macros-
copicas con antigenos muertos (reacciones en portaobjetos, en tubo capilar,
etcétera), pero el Grupo de Estudio estima que es preciso continuar las
investigaciones antes de poder formular una recomendacién precisa.

3.3.3 Interpretacion de las reacciones de aglutinacion

En el caso de un enfermo determinado, el signo mds caracteristico para
establecer un diagndstico positivo es la elevacion del titulo en dos muestras
de sueros tomadas con varios dias de intervalo, a condicién de que la pri-
mera toma se haya hecho al comienzo de la enfermedad. Si se examina una
sola muestra, no puede hacerse un juicio definitivo, pero un titulo relativa-
mente alto junto con sintomas clinicos constituye una conjetura de leptos-
pirosis. Algunos autores han sefialado la presencia de débiles tasas — e
incluso la ausencia total — de anticuerpos después de la administracién de
antibidticos en los primeros dias de la enfermedad.

Cuando se realizan encuestas serolégicas, es preciso tener presente que
la persistencia de los anticuerpos y el nivel de los titulos varfan segin los
individuos y segun el tipo serolégico de la infeccion inicial.

Normalmente, en las reacciones de localizacién al microscopio con
antigenos vivos o muertos, se puede utilizar una dilucién tdnica de suero
al 1/100. Con esa dilucién una reaccién positiva puede considerarse como
prueba de una infeccidn anterior o actual debida a leptospiras.

3.3.4 Fijacion del complemento

Para la localizacion de anticuerpos de leptospiras se han preparado
varios antigenos que fijan el complemento. Difieren considerablemente
entre si, tanto por su método de preparacién como por la amplitud de
su espectro antigénico. Ciertos antigenos parecen ser esencialmente especi-
ficos, sea de un serotipo, sea de un grupo, mientras que otros dan lugar a
reacciones cruzadas intermedias.

Los sistemas antigeno-anticuerpo en cuestiéon no son los mismos que
en los fenomenos de aglutinacion-lisis y de aglutinaciéon. Desde el punto
de vista préctico, esta observacion es de importancia, porque los anticuerpos
que fijan el complemento pueden a veces localizarse mds pronto que los
anticuerpos aglutinantes y, ademds, descienden a niveles inapreciables
mucho mds rdpidamente que los anticuerpos aglutinantes. Esto restringe
la utilizacién de las técnicas de fijacién del complemento al serodiagndstico
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de la leptospirosis aguda o reciente e impide su aplicacion en las encuestas
serologicas destinadas a determinar posibles infecciones anteriores debidas
a leptospiras.

En la fase actual, la preparacion y la estandarizacién de los antigenos
plantean problemas complejos y, en el caso de las leptospirosis, las reac-
ciones de fijacién del complemento exigen el empleo de métodos delicados
que sélo pueden aplicar los laboratorios de investigaciéon que conozcan muy
bien los antigenos que emplean. En esos laboratorios, las reacciones de
fijacién del complemento son un medio muy ftil de investigacién sobre
las enfermedades febriles agudas del hombre y de los animales. Sin

* embargo, esas técnicas no se recomiendan por el momento para los labo-

ratorios de diagnoéstico ordinario.

3.3.5 Otros liquidos orgdnicos

Se pueden igualmente localizar las aglutininas en el liquido cefalorra-
quideo, en la orina, en la leche y en el humor acuoso. En circunstan-
cias especiales el examen de esos liquidos puede aportar informaciones
utiles.
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Anexo 1

LABORATORIOS OMS/FAO DE REFERENCIA
PARA LA LEPTOSPIROSIS

Conforme a las recomendaciones del Grupo de Estudio sobre la Leptos-
pirosis (véase pdgina 5), se han designado los siguientes laboratorios
OMS/FAO de referencia para la leptospirosis, de acuerdo con los gobiernos
interesados :

Instituto de Higiene Tropical y de Patologia Geografica (Real
Instituto Tropical)

Mauritskade 57 A
Amsterdam (Paises Bajos)

The Wellcome Laboratories of Tropical Medicine
183-193 Euston Road
Londres N.W.1 (Reino Unido)

Division of Veterinary Medicine
Walter Reed Army Institute of Research
Washington, D.C. (Estados Unidos de América)

Departamento de Enfermedades por Virus y Rickettsias
Instituto Nacional de Sanidad
Tokio (Japén)

Los laboratorios de referencia se encargan de : @) proporcionar cultivos
de las cepas de Leptospira y de antisueros especificos a los laboratorios
nacionales que los soliciten o a otros laboratorios reconocidos que se ocu-
pen, en su Regidn, de leptospirosis ; 5) ayudar a estos laboratorios que se
ocupan de la leptospirosis, siempre que sea posible, a identificar y clasificar
las nuevas cepas que han suscitado dificultades, y prestar otros servicios

L Actualmente se tramita la designacién de otros laboratorios de referencia. La
labor de todos estos laboratorios se coordina en la Seccion de Veterinaria de Salud Publica
de la OMS, en Ginebra, de la cual se puede obtener informacion complementaria.
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como ¢l suministro de antisueros especificos preparados localmente,
y ¢) de ser posible, ocuparse de la formacion técnica del personal de
laboratorio que desee seguir cursillos para aprender los procedimientos
biolégicos relacionados con la leptospirosis.

Se prevé que a principios de 1957 se habran preparado sueros patrén de
referencia desecados para los principales serotipos de Leptospira y estaran
a disposicion de los laboratorios al mismo tiempo que los cultivos del
serotipo homélogo, segiin se indica en el parrafo precedente.
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