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RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo fueron realizar el diagndstico de leptospirosis e identificar las serovarieda-
des prevalentes de Leptospira interrogans en ganado bovino y en personal vinculado a la ganaderia en el canton
Loja. Se analizaron 600 muestras sanguineas de hembras bovinas en edad reproductiva procedentes de 136 fincas
del sector rural y urbano del canton Loja y 89 muestras sanguineas de personal vinculado a la ganaderia, mediante
la Técnica de Aglutinacién Microscépica con antigenos vivos (MAT) que utiliz6 25 serovariedades, y evaluacién
de aglutinacion por Microscopia de Campo Oscuro. Se obtuvieron 449 casos positivos en bovinos y 15 casos posi-
tivos en humanos, en animales se detectaron una seroprevalencia del 75% y el 16,85 % de casos positivos en el
personal vinculado al sector agropecuario. Para bovinos se realiz6 diagndstico pareado con el 4,45% de nuevas
muestras de los reactores positivos. En el caso de humanos se realizé el diagnostico pareado en todos los casos de
reactores positivos. Las especies de Leptospira interrogans identificadas en los animales fueron: L. bataviae swart,
L. gripotyhosa, L sejroe, L. icterohemorragiae, L. pomona, L. canicola, L. autummalis, L. hardjo, L. hebdomadis,
L. wolffi, L. tarasovi, L. castellonis, L. saxkoebing, L.australis, L. pyrogenes, L. panama, L. djasiman, L. javanica,
L. Shermani y de Leptospira biflexa fue identificada L. patoc. En Humanos se identificd las especies de Leptospi-
ra interrogans: L. bataviae swart, L. gripotyhosa, L sejroe, y L. icterohemorragiae, L. castellonis, L. javanica, y
de Leptospira biflexa; L. patoc. Por la presencia de anticuerpos de especies de Leptospira interrogans en animales
y humanos se hace necesario y urgente estudios de mayor profundidad para combatir el problema.

Palabras claves: Microaglutinacion, serovar, Leptospira spp., zoonosis, aborto.

INTRODUCCION

La leptospirosis fue primariamente descrita por A. Weil en 1886 (Pedraza et al. 2012) y en 1907 Stimson vi-
sualiz6 el microorganismo en un corte de tejido renal de un paciente fallecido durante una epidemia de fiebre
amarilla. En 1915 el agente fue cultivado y aislado por los japoneses Inada e Ido (Garcia et al. 2013).

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) considera a la leptospirosis como una de las zoonosis des-
atendidas de las poblaciones relegadas (OPS, 2009), y esta considerada como un problema emergente de salud
publica (Bharti et al. 2003), tiene una distribucién mundial, es endémica en muchos paises tropicales y subtropica-
les y en los ultimos 20 afios se convierte en un verdadero problema de salud (Suputtamongkol et al., 2010)

La transmision de la infeccion entre hospedadores definitivos, frecuentemente, es directa mediante contacto
con orina, fluidos de placenta o leche infectados, ademas la infeccion puede ser transmitida por via venérea o
transplacentaria, siendo el periodo de incubacion de 2 a 10 dias (Zunino, 2007). Luego de que ocurre la infeccion
aguda o subclinica, las leptospiras se localizan en los rifiones en donde pueden persistir y multiplicarse, eliminan-
dose posteriormente por la orina durante semanas 0 meses después de la infeccion inicial (Texas Agricultural Ex-
tension Service, 2003).

El diagnostico se lo realiza a través de la prueba de Aglutinacién Microscépica (MAT) que es la prueba sero-
I6gica estandar de referencia para la deteccion de anticuerpos leptospirales de animales y humanos. Es muy (til en
la demostracion de un cambio en los titulos de anticuerpos en sueros pareados en etapa aguda y convaleciente en
humanos en los que se ha observado que hasta un 20% del total de los casos notificados evolucionan a estadios
clinicos graves (WHO, 2009). En animales por la dificultad de conseguir los sueros pareados los resultados se
deben correlacionar con los signos clinicos del animal afectado (Balamurugan et al. 2013). Los animales infecta-
dos pueden abortar o ser portadores renales y genitales mostrando titulos de MAT por debajo del titulo minimo
significativo ampliamente aceptado de 1/100 (OIE, 2010).

Los serovares se han clasificado tradicionalmente como pertenecientes a las especies: Leptospira interro-
gans y Leptospira biflexa, sin embargo estudios sustentados en ADN, muestran cambios taxonémicos con respec-
to a esta clasificacion, de modo que el género Leptospira comprende tres especies no patogenas: L.biflexa, L. me-
yerii, L. wolbachii, y las siguientes siete especies patégenas: L. borgpetersenii, L. inadai, L.interrogans, L. kirsch-
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neri, L. noguchii, L. santarosai y L. weilii, distribuidas en 24 serogrupos y 237 serovares ( Farr, 1995) Plank y
Dean incluyen L. alexanderi y L. fainei. Levett incorpora L. parva como no patégena y otras cuatro geno-especies
(Levett, 2005).

De World Animal Health sefiala que se desconoce la magnitud de la enfermedad en el Ecuador (WAH Sani-
dad animal, 2004), no obstante se han realizado trabajos aislados como tesis de grado para conocer la prevalencia,
reportdndose en hatos bovinos estabulados de Manabi una prevalencia del 87,92% (Meza, 2013); para Quevedo el
49,75% de leptospirosis bovina (Macias, 2003) y en la periferia de las parroquias urbanas de Loja la prevalencia
de esta enfermedad fue reportada en un 48,1% (Albarracin, 2011). El Ministerio de Salud Publica reporta
1.761casos de leptospirosis humana en el Ecuador entre 1990 y el afio 2010, observandose que en la provincia de
Loja, en este mismo periodo, no se reporta la presencia de la enfermedad (Aguilar J, 2010).

La leptospirosis es una zoonosis potencialmente mortal, en particular en areas tropicales y subtropicales y en
paises en vias de desarrollo (Céspedes, 2005), por lo que ademas de la importancia econémica que conlleva, tiene
gran impacto en la salud publica, lo que condujo a desarrollar la presente investigacion de identificacion seroldgi-
ca de anticuerpos leptospirales en bovinos, asi como en el personal vinculado a las tareas de su manejo y a la de-
terminacion, mediante antigenos de los serovares existentes.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevo a cabo en las Unidades Productivas Agropecuarias bovinas de las parroquias ur-
banas y rurales del cantén Loja, ubicadas entre los 1540 y 2705 m.s.n.m., al sur del Ecuador, con un clima tem-
plado subandino y tropical subandino que tiene temperaturas que fluctdan entre los 12°C y 21° C, precipitacion de
900 mm/afio, y humedad relativa del 77% (INAMHI, 2014)

Se tomaron muestras de sangre a 600 hembras bovinas de 137 ganaderias de las parroquias urbanas y rurales
del cant6n Loja, mediante puncién de la arteria coccigea media, la recoleccién de la sangre se realiz6 en vacutai-
ners sin anticoagulante previamente identificados en cantidad de 8 a 10 ml, y su transporte en coolers a menos
cuatro grados centigrados, una vez en el laboratorio las muestras se sometieron a centrifugacion a 3000 rpm du-
rante cinco minutos y se obtuvo el suero sanguineo, los animales en estudio tienen un promedio de edad de 4,9
afios. Se estudiaron 89 personas involucradas en la ganaderia, 60 hombres y 29 mujeres, con un promedio de edad
de 25,6 afios de 10 fincas determinadas como positivas a leptospirosis. El analisis de laboratorio se hizo mediante
la prueba de MAT en blsqueda de anticuerpos leptospirales contra veinte y cinco serovariedades de Leptospira
spp., segun la clasificacién tradicional en Leptospira interrogans y Leptospira biflexa, considerandose positivas
las muestras que alcancen titulos iguales o superiores a 1 en 100. En el caso de muestras de suero humano se
realiz6 primero la prueba de Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas (ELISA) y los sospechosos 0 positivos se los
sometié a MAT., los sueros sanguineos se analizaron en los laboratorios de salud y de microbiologia animal del
Instituto Nacional de Investigacién en Salud Publica (INSPI Quito y Guayaquil). Las biovariedades utilizadas
para la prueba son las utilizadas por los laboratorios de microbiologia del INSPI Quito y Guayaquil. Las biovarie-
dades patdgenas que se utilizaron en la prueba fueron. L. icterohemorragiae, L. canicola, L. bataviae swart, L.
pomona, L. sejroe, L. autummalis, L. hardjo, L. wolffi, L. grippothyphosa, L. hebdomadis, L. L. tarasovi, L. caste-
llonis, L. saxkoebing, L.australis, L. pyrogenes, L. panama, L. djasiman, L. javanica, L. canicola, L. shermani, L.
cophenhageni, L. borincana, L. Bratislava, L. celledoni, y como control fue utilizada la biovariedad no patdge-
na L. patoc. Los resultados obtenidos fueron procesados con el auxilio de una tabla para calcular y analizar los
datos, desarrollado en Excel.

RESULTADOS

La Prueba de Micro-aglutinacion (MAT) para diagnostico de leptospirosis bovina permitié determinar la pre-
sencia de la bacteria en el 89% de fincas muestreadas (121). Figura 1.

Figura 1. Fincas positivas y negativas a MAT en el Cant6n Loja
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La distribucion de fincas positivas por parroquias (figura 2) nos muestra a las ganaderias de las parroquias de
El Valle (19%), San Lucas (12%) y San Sebastian (11%) como las de mayor presencia de anticuerpos leptospira-
les.

Figura 2. Fincas positivas a anticuerpos leptospirales por parroquia, en el Canton Loja.
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Seropositividad en animales

El test de microaglutinacion MAT de las 600 muestras de suero sanguineo bovino mostré diagndstico positi-
Vo a la presencia de anticuerpos leptospirales en el 75% de los casos (449 muestras positivas), figura. 3 en el can-
ton Loja.

Figura 3. Bovinos reactores a MAT en el Cantén Loja.
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Los reactores positivos a MAT se encuentran en mayor porcentaje en el Valle 24,5% (110 muestras), San Se-
bastian 24,1%(108 muestras), San Lucas 10% (45 muestras), Taquil 7% (33 muestras), Santiago 6,2% (28 mues-
tras) y Yangana 6% (27 muestras), figura 4.

Figura 4. Reactores positivos a MAT segun Parroquias del Cantén Loja.
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Serovariedades de Leptospira encontradas en el Canton Loja.

Se lleg6 a determinar mediante la prueba MAT la presencia de anticuerpos de diecinueve serovariedades (Fi-
gura 5) de Leptostipra interrogans en el cantén Loja L. icterohemorragiae, L. canicola, L. bataviae swart, L. po-
mona, L. sejroe, L. autummalis, L. hardjo, L. wolffi, L. grippothyphosa, L. hebdomadis, L. tarasovi, L. castellonis,
L. saxkoebing, L.australis, L. pyrogenes, L. panam4, L. djasiman, L. javanica, L. shermani y una serovariedad de
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Leptospira biflexa no patdgena L. patoc. De las 449 muestras positivas a anticuerpos leptospirales se encontré que
las variedades de leptospira que se encuentran en mayor porcentaje en las muestras analizadas son L. bataviae
swart (24,6 %) L. javanica (21,3 %), L. sejroe (15,9 %), L. canicola (7,9 %), L. icterohemorragiae (7,7 %).

Figura 5. Positividad de las muestras bovinas a anticuerpos leptospirales
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TITULACION OBTENIDA DE LAS MUESTRAS A DIFERENTES SEROVARIEDADES DE
LEPTOSPIRA INTERROGANS EN LA PRUEBA DE MAT

Se observé 321 muestras con titulos de 1/100 (71,5%), 403 titulos de 1/200 (89,8%), 134 titulos de 1/400
(29,8%) y una muestra de 1/800 (0,2%), (figura 6)

Figura 6. Niveles de titulacion encontrados
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Se determind que cada muestra presenta anticuerpos para un promedio de 1,9 serovariedades diferentes. El
andlisis de serovares y su titulacion expresa que L. tarasovi, L. saxkoebing, L. panama, L. shermani, que se en-
cuentran Gnicamente en una o dos muestras con titulos solo 1/100, mientras que L. canicola se manifiesta en 56
muestras. La variedad L. javanica se manifiesta con titulo de 1/200 en 114 muestras y L. bataviae swart con titulo

1/400 en 82 muestras, cuadro 1.
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Cuadro 1. Variedades de Leptospira por titulacién encontrada

Muestras pogitivas por titulo
Serovariedades Muestras
Posilivas Muestras | % Muestras | % Muesiras | % Muestras | %
1100 14200 1/400 11800
L. grippotyhosa 16 [c IT5 9 56,3 1 6,3 0 0
L. icterohaemorrhagiae 65 a5 93 29 435 1 1.5 1 1.5
| eanicola &8 55 BZ4 10 147 2 2,9 ] 0
L. hardjo 11 & 545 5 455 0 i} 0 0
L. hebdomadis 3 2 BB, T 1 333 0 1] 0 0
L. pomona 12 i a0 & a0 0 Q0 0 0
L. sejroe 137 43 3.4 74 54 20 146 0 0
L. weolffi 1" 7 63,5 3 273 1 9.1 0 a
L. autummalis 8 g89 1 1.1 o a a0 0
L. taragsovi 4 100 0 a 0 Q0 0 a
L. casteflonis T 2 40 42 ag 3 4 L 0
L. saxkoebing 1 1 100 0 a 0 a 0 a
L. australis i 5 V1.4 z 28,6 0 a0 0 0
L. pyrogenes 3 2 68,7 1 333 i} 4 i} a
L. Panama 2 2 100 O 0 0 L 0 0
L. dfasiman T 4 571 3 428 1] 0 a a
L. shermani 1 1 100 o 0 0 L 0 0
L. javanica 183 46 75,1 114 62,3 23 126 0 0
L. bataviae swart 2n 32 15,2 a7 46 82 389 0 0
L. patoc 32 25 78,1 B 18,8 1 31 0 0
859 321 403 134 1

Se realiz6 la prueba pareada con nuevas muestras obtenidas del 8,78 % de reactores positivos (39 muestras)
gue mostraron en la primera prueba titulos de 1/100 y se observo incrementos en los titulos de dos veces en el
54% de los casos (21 muestras); cuatro veces en el 28 % (11 muestras) y un 18 % no mostraron incremento de los

titulos en la prueba pareada (7muestras).

Figura 7. Comportamiento de los titulos leptospirales en la muestra pareada de sueros bovinos
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ANTICUERPOS DE LEPTOSPIROSIS EN HUMANOS

De 89 muestras de suero humano recolectados de 10 predios diagnosticados con presencia de anticuerpos lep-
tospirales en bovinos y sometidos a la MAT se determiné que el 16,85% de personas muestreadas presentan anti-
cuerpos leptospirales (figura 8), de estos 13 hombres y 2 mujeres, las personas seropositivas tienen una edad pro-

medio de 38 afos.
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Figura 8. Presencia de anticuerpos de leptospirosis en suero humano.
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Los anticuerpos leptospirales que se encuentran en las muestras corresponden a las variedades L. bataviae
swart, L. gripotyhosa, L sejroe, L. icterohemorragiae, L. castellonis, L. javanica, L. patoc, estas muestras tienen
un promedio de 3,4 variedades diferentes de anticuerpos leptospirales cada una, L bataviae swart se encontré en el
35,5%.

Figura 9. Positividad de las muestras humanas a anticuerpos leptospirales.
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Las parroquias en la que se encuentran el mayor porcentaje de casos humanos positivos a anticuerpos leptos-
pirales es el la parroquia San Sebastian con un 40% (6 casos) y las parroquias Yangana y Jimbilla con el 13,3% (2
casos) cada una.

Figura 10. Distribucion parroquial de positivos humanos a anticuerpos leptospirales
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Parroquias con casos humanos positivos

Al realizarse la comparacion de los titulos de anticuerpos leptospirales en humanos, de la primera prueba con
la segunda prueba de todas las muestras positivas se determin6 que los titulos de anticuerpos de las muestras man-
tuvieron la titulacion de la primera prueba en un 46,7%, el 46,7 % incremento los titulos en dos veces y el 6,7 %
incremento en cuatro veces.
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Figura 11. Variacion en titulos de anticuerpos leptospirales en la muestra pareada de sueros humanos.
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DISCUSION

De World Animal Health sefiala que se desconoce la magnitud de la leptospirosis animal en el Ecuador
(WAH Sanidad animal, 2004), lo que se corrobora con los escasos estudios sobre el tema a tal punto que no ha
sido definida la situacion epidemioldgica de leptospirosis bovina y humana, no obstante de haberse realizado tra-
bajos aislados de tesis de grado para conocer la prevalencia en diferentes partes del pais, asi se ha reportado, en un
estudio de diez hatos bovinos estabulados de la zona central de Manabi una prevalencia del 87,92% (Meza, 2013),
en otro estudio realizado para conocer la prevalencia de leptospirosis en camales del canton Quevedo se reporta el
49,75% de leptospirosis bovina (Macias, 2003), y en la Hoya de Loja (Parroquias urbanas), la prevalencia de esta
enfermedad fue reportada en un 48,1% (Albarracin, 2011). En nuestro estudio encontramos la presencia de anti-
cuerpos leptospirales en el 75% de los sueros sanguineos extraidos de bovinos de las explotaciones ganaderas
existentes en todo el canton Loja, es decir animales que en alglin momento estuvieron en contacto con la bacteria,
no representa que los animales reactores positivos hayan manifestado signos clinicos, puede ser el caso de anti-
cuerpos vacunales o por la presencia de la bacteria en el medio ambiente; procedimos a tomar una segunda mues-
tra del 8,78% de los reactores positivos observandose que los reactores positivos que presentaron en la primera
prueba titulos de 1/100 en la segunda prueba incrementaron los titulos, entre dos veces el 54%, en cuatro veces 28
% y un 18% de las muestras no mostraron incremento, lo que nos lleva a demostrar que existe una infeccion acti-
va en la ganaderias del canton Loja.

El Ministerio de Salud Publica del Ecuador reporta 1.761casos de leptospirosis humana en el Ecuador entre
1990 y el afio 2010, sin embargo en la provincia de Loja, en este mismo periodo, no se reporta de la presencia de
la enfermedad (Aguilar J, 2010), Los resultados de nuestra investigacion muestran la presencia de anticuerpos
leptospirales en el 16,85% de las personas vinculadas al manejo de los animales en las ganaderias del cantén Loja
y se corrobora en la realizacién de la segunda prueba a los reactores positivos, en los que ademas se observa in-
cremento de titulos leptospirales, esta circunstancia nos evidencia la presencia de una infeccion activa, asociada
probablemente al consumo de leche cruda, manejo de animales enfermos sin medidas de proteccion, compra de
animales en las ferias muchos de ellos sin signos evidentes, lo que contribuye a diseminar la enfermedad.

En un estudio preliminar, de los autores, se reporta en los resultados de la encuesta epidemiolégica realizada
en el Canton Loja en 120 ganaderias en las que Unicamente el 2% de los predios aplican programas de vacunacion
controlados, la presencia de roedores en el 79 % de las fincas, la carencia de programas de control sobre éstos
vectores (Romaén et al., 2013), y sumada a la ausencia de medidas de bioseguridad en las explotaciones bovinas,
generan las condiciones favorables para la difusidn de la enfermedad a nivel de Canton.

CONCLUSIONES

En las ganaderias del cantén Loja, sur del Ecuador, se detectd la presencia de anticuerpos leptospirales por el
test de microaglutinacion — MAT, a las que Result6 positivas el 89% de las fincas muestreadas., siendo las gana-
derias de las parroquias de El Valle (19%), San Lucas (12%) y San Sebastian (11%) como las de mayor seroposi-
tividad.

El 75% de los sueros obtenidos de bovinos resultaron positivos a la presencia de anticuerpos leptospirales,
segun el test de microaglutinacion. Los reactores positivos a MAT se encuentran en mayor porcentaje en el Valle
(24,5%); San Sebastian (24,1%); y San Lucas (10%).

El andlisis de serovares y su titulacion expresa que con titulos de 1/100 L. canicola se manifiesta en 56 mues-
tras. La variedad L. javanica se manifiesta con titulo de 1/200 en 114 muestras y L. bataviae swart con titulo
1/400 en 82 muestras y una muestra con titulo 1/800 de L. icterohemorragiae

El 16,85% de las personas muestreadas presentan anticuerpos leptospirales, siendo las variedades més fre-
cuentes: L. bataviae swart, L. gripotyhosa, L. sejroe, y L. icterohemorragiae, L. castellonis, L. javanica, L. patoc,

7 de 8



Sitio Argentino de Produccion Animal

las muestras contenian anticuerpos para 3,4 variedades de leptospira. La variedad bataviae swart se encontro en el
35,5% de las muestras.

Las parroquias en la que se encuentran el mayor porcentaje de casos humanos positivos a anticuerpos leptos-
pirales son las parroquias San Sebastian (40%), Yangana y Jimbilla (13,3%).

La comparacion de los titulos de anticuerpos leptospirales en humanos, de la primera prueba con la segunda
prueba de todas las muestras positiva, se determind que los titulos de anticuerpos de las muestras mantuvieron la
titulacion de la primera prueba en un 46,7% mientras que el 46,7 % incremento los titulos en dos veces y el 6,7 %
incremento en cuatro veces, que hace suponer una infeccion activa.

Personas con anticuerpos leptospirales manifiestan haber tenido signos y sintomas como dolores de cabeza,
coloracion amarillenta de la piel y mucosas oculares.

Se identificaron anticuerpos de 19 serovares de Leptospira interrogans en bovinos y seis serovares de anti-
cuerpos leptospirales en humanos siendo las de mayor presentacion Leptospira canicola, Leptospira icterohaemo-
rragiae, Leptospira sejroe, y Leptospira bataviae swart.
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