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RESUMEN

La leptospirosis, causada por diversos serovares de L. interrogans, €s una
enfermedad de amplia distribucién geografica, que afecta tanto a animales como al ser
humano y es responsable de elevadas pérdidas econdémicas en el sector lechero bovino,
debido principalmente a abortos e infecciones subclinicas. Con el fin de conocer la
seroprevalencia y riesgo de infeccion a esta enfermedad se tomaron muestras de la totalidad
de animales de dos establos, uno en la costa y otro en la sierra. Se obtuvieron 88 muestras
de sangre en el establo de la FM.V-U.N.M.S.M. en Lima y 163 muestras en la Estacién
experimental I.V.L.T.A. Huancayo, que fueron examinados mediante la prueba de micro
aglutinacién en campo oscuro (MAT) a fin de detectar anticuerpos frente a los serovares
canicola, pomona, icterohaemorrhagiae y hardjo de Leptospira. En el establo de Lima se
determiné una seroprevalencia de 14.7 %, siendo el serovar icterohaemorragiae el tinico
detectado y en Huancayo la seroprevalencia fue de 12.27 %, detectindose los serovares
icterohaemorragiae y hardjo. En ninguno de los animales evaluados se detecto el serovar
pomona ni canicola. El riesgo de infeccién calculado fue de 1.24 (OR), indicando que por
cada animal infectado en Huancayo existe el riesgo de que se infecten 1.24 animales en
Lima, sugiriendo un ligero mayor riesgo de infeccion en el establo de Lima, comparado al

de Huancayo.

Palabras clave: bovino, leptospirosis, seroprevalencia, riesgo de infeccion
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ABSTRACT

Leptospirosis, caused by different serovars of L. interrogans, is a broad geographical
distribution disease, which affects animals as well as humans and is responsible for high economic
losses in dairy cattle, mainly due to abortions and subclinical infections. To analyse the prevalence
and risk of infection to the disease, samples were taken from the animals of two farms, one on the
coast and other in the Andes. We obtained 88 samples of blood of the FMV-UNMSM farm’s in
Lima and 163 samples of the Experimental Station IVITA Huancayo, which were analyzed by the
micro agglutination test (MAT) to detect antibodies anti Leptospira of the canicola, pomona,
icterohaemorrhagiae and hardjo serovars. In the farm of Lima found a seroprevalence rate of
14,77%, being L. icterohaemorrhagiae the only serovar detected while in Huancayo seroprevalence
was 12.27%, showing the serovars icterohaemorrhagiae and hardjo. None of the animals tested
were detected serovars pomona or canicola. The risk of infection calculated was 1,24 (OR),
indicating that for every infected animal in Huancayo there is a risk that infected animals in Lima

1.24, suggesting a slightly higher risk of infection in the farm of Lima, compared to Huancayo.

Key words: bovine, leptospirosis, seroprevalence, risk of infection
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L INTRODUCCION

La ganaderia lechera bovina es una actividad econémica creciente en las cuencas de
Lima y Huancayo, ambas representan una parte importante en la produccion lechera y
poblacién bovina nacional. Sin embargo, algunas enfermedades infecciosas que cursan
principalmente con infecciones subclinicas, como la Leptospirosis, afectan la eficiencia y
rentabilidad de esta actividad al ser causa de pérdidas econdmicas debido primordialmente

a fallos reproductivos (INEI, 1994; Radostits, 2002)

Esta enfermedad es causada por mds de 200 serovares de L. interrogans que se
hallan ampliamente distribuidos en todo el mundo. Los animales domésticos mas afectados
son los perros, bovinos y cerdos, variando la sintomatologia desde cuadros agudos con
ictericia, petequias, anemia hemolitica y muerte, hasta casos que son aparentemente
asintomaticos, aprecidndose en la mayoria de ellos fiebre ligera, aborto y descenso en la
produccion. Luego de la infeccidn, especialmente con un serovar adaptado al hospedador,
se presenta el cuadro crénico de la enfermedad, en el que las leptospiras pueden alojarse en
los tabulos renales siendo eliminados en la orina por periodos de tiempo variables. (Brock,

1993; Radostits, 2002; Acha y Cifres, 1986; Jubb, 1985)



Debido a lo dificil y variable del aislamiento microbiano muchas veces el analisis
del suero es la tnica herramienta para confirmar la infeccion o detectarla en los casos

cronicos. (Radostits, 2002; Koneman et al., 1999; Cole et al., 1973; Brooks et al., 1998)

La leptospirosis es una importante zoonosis endémica y reemergente, su
presentacion en el hombre se relaciona a cambios climdticos, aumento en las
precipitaciones, desplazamientos poblacionales y algunas actividades de riesgo que
permiten el contacto directo con ambientes contaminados principalmente con la orina de

los animales reservorios. (Ko et al., 1999; OPS/OMS, 2001)

En el presente estudio se determiné la seroprevalencia de leptospirosis bovina de
una localidad de la costa y otra de la sierra del Peru y estableci6 el riesgo de infeccion

asociado a la localidad utilizando la técnica de micro aglutinacion (MAT).



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

1. EL GENERO Leptospira

1.1. Situacion taxonomica

Segtn el “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” (Noel y Holt, 2001), la

clasificacion que tiene el género Leptospira es la siguiente:

Phylum X: Spirochetes
Clase I: Spirochaetes
Orden I: Spirochaetales
Familia III: Leptospiraceae
Género: Leptospira
Leptonema
Esta clasificacion se basa en su hdabitat, patogenicidad y caracteristicas tanto
fisiologicas como morfoldgicas, siendo la mayoria resistentes a la rifampicina. Sus
relaciones filogenéticas sobre la base de los RNAs 16S los incluyen dentro de un grupo,
aunque se relacionen laxamente. El % G-C es de 35-53 y poseen mds de un cromosoma
(Brock, 1993; Madigan et al, 2004). Otras espiroquetas de importancia médica
comprenden Borrelia recurrentis, Borrelia burgdorferi 'y Treponema pallidum que son
causantes de la Borreliosis, Enfermedad de Lyme y Sifilis, respectivamente (Brock, 1993;

Madigan et al., 2004).

1.2. Especies

El género Leptospira, que debe su nombre a la forma fina (lepto) y espiralada
(spira) de los microorganismos que la integran (Fig 1), incluye a 12 especies, siendo las
mads importantes L. interrogans y L. biflexa; la primera es pardsita de animales y humanos,
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la segunda vive libremente en ambientes acudticos (Broocks et al., 1998; Radostits, 2002).
Ambas especies se diferencian por el crecimiento a 13° C y en un medio con azoguanina

que soélo posee L biflexa (Brock, 1993; Kmety y Dikken, 1993; Levett, 2001).

Figura 1. Microscopia electrénica de Leptospira interrogans serovar
copenhageni com su caracteristica forma espiralada terminada
en ganchos. (Tomado de Madigan et al. 1984)

La L. interrogans incluye a diferentes cepas que se distinguen serolégicamente por
pruebas de aglutinacién cruzada, en mds de 200 serovariedades (serotipos) distribuidas en
23 serogrupos (Radostits, 2002; Brock, 1993). Estas serovariedades se deben a la
heterogeneidad estructural en la composicién de los carbohidratos que componen sus
lipopolisacaridos (Nascimento et al., 2004). Muchas de estas serovariedades estdn
adaptadas a hospedadores mamiferos especificos que actian como reservorios al alojarse
en sus tibulos renales y ser excretados en la orina (Nascimento et al., 2004).
Recientemente, estudios de homologia de DNA han conducido a la reclasificacién de los
L. interrogans en siete especies patdgenas: L. Borgpetersenii, L. Inadai, L. interrogans,
L. kirschneri, L. noguchi, L. santarosai y L. weilii (Goldstein y Charon, 1988;
Ramadass et al.,1992; Yasuda et al.,1987)

En nuestro pais, Liceras y Sulzer (1984) aislaron e identificaron seis nuevos
serovares pertenecientes a 6 serogrupos, en 2 especies de comadrejas de nuestra

Amazonia.



1.3. Caracteristicas morfoldgicas, estructurales, antigénicas y fisiologicas

Las leptospiras son organismos que miden 6-20 x 0.1 um y atraviesan filtros de
0.45 um; aunque tifien pobremente son considerados como gram negativos y por eso solo
son visualizados en microscopios de campo oscuro o de contraste de fase; se impregnan
bien con plata y colorean con el rojo congo y la tinta china . (Brock, 1993; Brooks et al.,

1998; Thiermann, 1984; Koneman et al., 1999)

Las Leptospiras son delgadas, largas, flexuosas y de forma helicoidal; muy
ensortijada, con los extremos doblados o en ganchos (Fig 1). Estos ganchos son
caracteristicos de este género dentro de las Espiroquetas (Lin et al., 1997; Brock, 1993;

Brooks et al., 1998).

Poseen dos fibrillas o filamentos axiales que estan unidos a los polos del “cilindro
protopldsmico” y enredados alrededor de éste. Este cilindro protoplasmatico estd formado
de regiones cubiertas de membrana citoplasmdtica y de pared celular, constituyendo la
porcion principal de la célula. Tanto las fibrillas como el cilindro estdn rodeados por una
membrana de tres capas llamada “cubierta externa” (Brock, 1993; Brooks et al., 1998). La
composicion de fibrillas axiales es similar a la de los flagelos bacterianos con dos clases de
proteinas llamadas FlaA y FlaB; esta ultima, posee una region central variable, que podria
estar relacionada a una respuesta inmune especie-especifica por parte del hospedador
infectado mientras que las otras regiones tienen un papel estructural (Lin, et al, 1997;
Goldstein y Charon, 1988). La columna de cada fibrilla se compone de un nucleo rodeado
por una cubierta de la fibrilla axial y se sitia en el espacio peripldsmico entre la membrana
citoplasmadtica y la envoltura externa (Fig 2). Estas fibrillas le otorgan motilidad a la célula,
cada una de ellas esta anclada en un extremo y se extienden por casi dos tercios de la
longitud celular. Las caracteristicas morfoldgicas distintivas tales como la forma helicoidal
cilindrica delgada y las fibrillas permiten a las leptospiras invadir en los tejidos del

hospedador (Lin, 1997; Brock, 1993; Brooks et al., 1998).
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Figura 2. Esquema de la estructura de leptospira. Se nota la pared celular, el espacio
periplasmico y la membrana externa. A: propolipoproteina; B y C: lipoproteinas
internas; D: lipoproteina de superficie externa. (Tomado de Midwinter et al, 1994)

Las leptospiras patégenas expresan diversas proteinas antigénicas que juegan un rol
importante en la respuesta inmune del hospedador al ser dirigidas contra ellas anticuerpos
especificos que ademds de estimular la liberacion de diversas citoquinas modulan la

respuesta inmune (Okuda et al., 2005; Midwinter et al., 1994).

Algunos antigenos, inducidos especificamente durante el crecimiento in vivo pero
no expresados en cultivos, pueden desempefiar un papel importante en estimular respuestas
protectoras (Artiushin et al., 2004). Por otra parte, resultados recientes indican que la
eficacia vacunal podria estar relacionada con antigenos todavia desconocidos con capacidad
de inducir una respuesta del tipo Thl (Artiushin er al., 2004). Por ejemplo, la proteina
Lk73.5 es una esfingomielinasa inducida en el hospedador que no es detectable en
leptospiras cultivadas a 37 o 30 °C , sin embargo, su recombinante reacciona fuertemente
con el suero de animales recientemente infectados, mas no con el suero de animales
vacunados. Por estas caracteristicas podria ser evaluada para distinguir entre una respuesta

vacunal y otra producto de una infeccidn natural (Artiushin et al., 2004).



Cambios en los genes implicados en la biosintesis de los LPS explicarian la
diversidad de serovares entre leptospiras patégenas. Se piensa que esta flexibilidad en la
biosintesis de los LPS, podria ser un mecanismo de adaptacion a la nueva especie animal

anfitriona que infecta (Nascimento et al., 2004).

Las leptospiras mueren rdpidamente en un medio de pH 4cido, como la orina de los
carnivoros, por esta razén, la orina del hombre y de algunos roedores no es una buena
fuente de infeccién, a no ser que se diluya en agua (Van der Hoeden, 1958). Por el
contrario, la orina de los bovinos, cerdos y equinos, al tener un pH alcalino, es considerada
como una excelente fuente de infeccion, ya que favorece la supervivencia de las

leptospiras por periodos més prolongados (Gillespie y Ryno, 1963).

Ademads, la orina de muchos animales presenta aglutininas y lisinas especificas,
cuya presencia causa una disminucién en el tiempo de vida y el ndmero de

microorganismos (Ellis, 1994).

Las Leptospiras son microrganismos aerobios estrictos y catalasa positivos; son
sensibles al fenol al 5 %, alcohol al 70 %, formol al 2% y 4cido clorhidrico 2%, solucién
hiperténica de sal comun (2,8%), bilis, putrefaccion y a la mayoria de los antibiéticos in
Vitro o in vivo. Sin embargo, es resistente al 4dcido nalidixico y no incorpora el 5-

fluoracilo (Brock, 1993; Brooks et al., 1998; Thiermann, 1984; Koneman et al., 1999)

Las leptospiras utilizan la beta oxidacion de los acidos grasos de cadena larga (4cido
oleico, por ejemplo) como fuente de carbono y donador de electrones; metabolizan el
glicerol, el que, al igual que los 4cidos grasos, obtiene de la degradacién de fosfolipidos
(Nascimento et al., 2004; Brock, 1993). Bajo condiciones de laboratorio la leptospira no
utiliza la glucosa, pese a poseer la via metabdlica completa para su utilizacién en su
genoma (Nascimento et al., 2004). La via de generacion de ATP es de similar organizacién
a la de las eubacterias pero diferente de la de Borrelia y Treponema (Nascimento et al.,
2004). Posee un sistema citocromo peroxidasa que reduce el peréxido de hidrégeno a agua
pero sin la necesidad de formar radicales libres inestables. Probablemente a través de esta

7



via, pueda utilizar el per6xido de hidrégeno como un aceptor final alternativo de poder

reductor para la respiracion (Nascimento et al., 2004).

Aproximadamente el 41% del total de proteinas predichas tienen por lo menos un
segmento trans membrana, una cantidad similar a las predichas para T. pallidum y B.
burgdorferi; un 9 % de los genes que codifican proteinas posee 4 0 mds segmentos trans

membrana que tendrian funciones relacionadas a transporte (Nascimento et al., 2004).

La L. interrogans posee sistemas para reparar el daio que sufre debido a la accién
de la luz ultra violeta durante su fase de vida libre en el medio ambiente, mas, para
recuperarse del dafio oxidativo que sufre en sus bases no cuenta con los principales y mas
importantes sistemas de reparaciéon de ADN ni con la superéxido dismutasa (Nascimento et

al., 2004) .

La Leptospira spp. y otras espiroquetas responden a cambios de temperatura
aumentando la expresion de diversas proteinas de shock térmico (Hsps) como la GroEl y
DnaK. Estas proteinas podrian ser importantes en la patologia por Leptospira interrogans al
protegerla contra la elevada temperatura (fiebre) inducida durante su infeccién. Por otra
parte, T pallidum, aparentemente, no expresa de forma adecuada sus Hsps. Asi, la
elevacion de la temperatura en pacientes con sifilis funcionaba como terapia antes del

conocimiento de los antibidticos (Stamm et al., 1991).

1.4. Habitat natural y papel en patologia de Leptospira

Leptospira interrogans se encuentra diseminada en ambientes acudticos y el cuerpo
de animales. Los hospedadores naturales de la mayoria de cepas son los roedores, aunque
los perros y cerdos también son importantes portadores de ciertas cepas (Brock, 1993;
Koneman et al., 1999; Acha y Szyfres, 1986). Infecta a un amplio nimero de mamiferos
siendo los animales silvestres importantes en el mantenimiento de la enfermedad (Gatti et

al., 2004). En las ciudades, los serovares de L. interrogans que colonizan a poblaciones de



la rata marrén (Rattus norvegicus) son la principal causa de infeccién en humanos

(Nascimento et al., 2004).

1.5. Métodos de cultivo y aislamiento:

Las muestras de orina o sangre se pueden colectar en medios de transporte como el
Stuart y se cultivan en condiciones aerobias y a oscuras, principalmente en medios liquidos
como el Tween 80 con albimina (para aislamiento), Khorthof (en combinacién con
fosfomicina y 5-fluorouracilo) y el EMJH (mds apropiado para el desarrollo de la MAT) o
semisolidos como Fletcher (adecuado para mantenimiento de cepas), enriquecidos con
suero de conejo, a pH (7.2-7.6) y a una temperatura que oscila entre los 18 y 28 °C (Brooks
et al., 1998; Koneman et al., 1999; Oie et al., 1986 ). La adicién de piruvato de sodio
favorece la multiplicacion de los serovares de dificil crecimiento (como L. hardjo o L.
ballum) y cuando se cuenta con pocas células en un cultivo inicial (Jhonson et al., 1973;
Gonzdles et al, 2006). Cuando se inoculan leptospiras en la superficie de un medio
semisoélido, éstas crecen formando colonias caracteristicas bajo la superficie del agar y
aunque para algunos serovares no existe variacion en la virulencia o morfologia de las
colonias, para otros, como L. icterohaemorrhagiae y L. pomona, se ha reportado cambios

al crecer superficialmente mas no en su identificacion serolégica (Wood et al., 1981).

Otra técnica sensible es la inoculacién intraperitoneal de plasma fresco u orina a
cobayos jovenes, demostrandose luego de unos dias, la presencia del microorganismo en la
cavidad abdominal. Luego de la muerte del animal, que ocurre entre 8-14 dias, se observan
lesiones hemorrdgicas en muchos 6rganos (Brooks et al., 1998). También crecen en las

membranas corioalantoideas de huevos embrionados (Brooks et al., 1998).

Para el aislamiento de Leptospira spp. de muestras ambientales, se procede a tomar
el agua superficial en frascos estériles que luego se centrifugan y siembran en los medios

anteriormente sefialados (Gatti, 2004).



2. LEPTOSPIROSIS EN BOVINOS

2.1 Historia

La leptospirosis fue descrita por primera vez en el afio 1886 entre trabajadores
agricolas por el médico aleman Adolf Weil quien la llamo “ictericia hemorrdgica”. Esta
enfermedad también es conocida con otras denominaciones como fiebre de los arrozales,
enfermedad de las henificadoras, fiebre de los pantanos y fiebre de cieno, entre otras (Van

der Hoeden, 1958; Koneman et al, 1999; Acha y Szyfres, 1986).

Las primeras informaciones sobre la leptospirosis animal datan de 1852 en que
Hofer llam6 Tyfus Seu Febris Nervosa Canum a una enfermedad de los perros antes
desconocida. En 1898 Keff la renombré como la enfermedad de los perros de Stuttgard
(Stuttgarte Handesenchue). En 1922 el checoslovaco Lukes aclar6 la etiologia de esta
enfermedad al demostrar que el agente causante era una espiroqueta. Sin embargo, la
primera descripcion de las Leptospiras como agentes productores de enfermedad en los
animales se realiz6 en 1933, cuando Klarenbeck y Schuffner demostraron que la L.
canicola era el agente etiologico de la enfermedad Stuttgart en los perros (Van der Hoeden,
1958). El afio de 1935 Michin y Azinov fueron los primeros en notificar la afectacion de
leptospirosis bovina en la antigua URSS, llamandola “hemoglubinuria infecciosa aguda” y

al agente aislado L. icterohaemorrhagiae bovina (que luego se atribuiria a L.

grippotyphosa).

La primera notificacién de leptospirosis en el continente americano se atribuye a
Jungherr (1944) quien la notificé en bovinos de los Estados Unidos de América. Luego,

Smith y Perry (1952) divulgaron los primeros casos en Canada.

2.2 Distribucion

Es mundial, siendo mas comin en los paises tropicales y subtropicales con climas

templados y himedos donde se dan las facilidades para su transmision. Las condiciones
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como precipitacion, temperatura, humedad relativa asi como el pH, estructura y la
composicion de suelo hacen mds favorable su presentacion (Artiushin et al., 2004; Acha 'y

Szyfres, 1986).

2.3 Patogenie

La transmision ocurre a través del contacto con agua, suelo y alimentos
contaminados con orina, fetos abortados y secreciones uterinas de una fuente de infeccion
que es un animal doméstico o silvestre infectado. La transmisién a través de semen

contaminado es infrecuente (Radostits, 2002).

Los principales mecanismos de virulencia de L. interrogans se relacionan a su
motilidad y quimiotaxis que le permiten invadir los tejidos del hospedador durante la
infeccion. Los genes que codifican estos mecanismos de virulencia son al menos 79 y
estdn bien conservados entre las diversas espiroquetas (L. interrogans, B. borgderferi y T.
pallidum) teniendo al menos 42 genes en comun. Este amplio nimero de genes asociados a
motilidad y su expresion diferenciada o no, puede ser que reflejen la supervivencia y
adaptacion de leptospiras patdgenas a una variedad de ambientes y hospedadores diferentes

(Nascimento et al., 2004).

Las leptospiras ingresan al cuerpo por las membranas mucosas o por lesiones en la
piel, siendo poco frecuente la transmisién transplacentaria o intrauterina. La Leptospira
interrogans es capaz de unirse a células epiteliales y adherirse a los constituyentes de la
matriz extracelular por procesos que afectan las proteinas de su superficie (Radostits,

2002).

La diseminacién de las leptospiras a diversos Organos, via sanguinea
principalmente, podria deberse a una rdpida translocacién a través de monocapas de células
del hospedador. Ademas de su capacidad de movilidad y quimiotaxis, pueden invadir
diversos tejidos debido a la secrecion de enzimas con capacidad de degradar las membranas

de las células hospedadoras como esfingomielinasas, fosfolipasas y hemolisinas. La
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degradacion de las proteinas de la matriz extracelular por colagenasas, metaloproteasas y
termolisinas facilita la invasion tisular. Un gran nimero de estas enzimas son transportadas
a la superficie bacteriana como lipoproteinas por sistemas de transporte de tipo I y/o II

(Nascimento et al., 2004; Ellis, 1994).

Después de una multiplicacién en diversos 6rganos, principalmente higado, se
localiza en rifion e higado, causando nefritis e ictericia. El organismo sale por la orina

siendo ésta la fuente de infecciéon comun (Brock, 1993; Acha y Szyfres, 1986).

El endotelio vascular es un sitio importante de la patologia durante la infeccion
leptospiral y la resultante lesion de los vasos sanguineos es responsable de las hemorragias
caracteristicas encontradas en la fase aguda de la enfermedad. El mecanismo de la accién
de la proteina Lk73.5 por ejemplo, puede implicar la degradacién enzimatica de los
componentes de la membrana o formacion de poros en ella, como ha sido descrito en el
caso de la proteina SphH de L. interrogans serovar lai. Es posible que el dafio vascular
tipico requiera el efecto cooperativo de otras esfingomielinasas (Artiushin et al., 2004; Lee

et al., 2002).

La pérdida de la superdxido dismutasa podria aumentar la susceptibilidad de las
leptospiras a la explosion oxidativa generada por los macréfagos durante la infeccion,
aunque, una metaloporfirina con actividad parecida a la SOD podria atenuar esta

susceptibilidad (Nascimento et al., 2004).

Dos genes que proveerian una defensa adicional contra el stress oxidativo,
encontrados en L. interrogans, codifican proteinas que tienen un dominio von Willebrand
tipo A. Este dominio estaria envuelto en la falla de la hemostasis durante la infeccion por L.

interrogans, aunque aun de manera no muy bien comprendida (Nascimento et al., 2004).

Para la colonizacién de tejidos, importante en el establecimiento de la enfermedad,
la Leptospira cuenta con al menos dos familias de adhesinas no fimbriales que contribuyen
en los pasos iniciales de la infeccién y estarian envueltas en la interaccién hospedador-
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patdgeno. Las diferencias en los genes que codifican estas adhesinas reflejarian la
adaptacion a distintos reservorios como Rattus norvegicus 'y Apodemus agrarius (en los
serovares copenhageni y lai respectivamente). Por lo tanto, los mecanismos de adaptacién a
un hospedador probablemente incluyan modificaciones en los liposacaridos de superficie

(Nascimento et al., 2004).

La Leptospira interrogans posee genes relacionados a la biosintesis y secrecion de
polisacédridos y exopolisacdridos capsulares (que se ligan covalentemente a la pared
celular), aunque no hay evidencia experimental que produzcan una cdpsula o formen un
biofilm; estos genes podrian ayudar a comprender el mecanismo de colonizacién leptospiral

del epitelio tubular renal con la formacion del biofilm (Nascimento et al., 2004).

Los polisacdridos y exopolisacaridos de la superficie capsular podrian también
ser importantes en la supervivencia de las leptospiras patégenas fuera del anfitrién, al
protegerlas de tensiones hidricas y osmdéticas del medio ambiente (Nascimento et al.,

2004).

La persistencia renal (asi como en la cdmara anterior del ojo, placenta y meninges
donde el sistema inmune no es capaz de eliminarlo) se ve favorecido por la produccion de
ureasa. Las leptospiras se multiplican en los tibulos renales, cerca de las micro
vellosidades, aqui el dafio a los capilares, la liberacion de hemolisinas y diversas
endotoxinas, ademds de una respuesta auto inmune mediada por mononucleares infiltrados,

causa nefritis y anoxia (Timoney, 1988).

El aborto generalmente se debe a la accién degenerativa local del la placenta,
alterando el delicado intercambio fisiologico madre-feto, y a la accién de las hemolisinas
que atacan a los glébulos rojos del feto, causandole directamente la muerte (Jubb, 1985;

Gasquez Ortiz, 1991).

Los anticuerpos IgM, que son los primariamente envueltos en la aglutinacion de

Leptospiras, se pueden detectar desde el segundo dia después del inicio de sintomas y
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pueden persistir por periodos prolongados de tiempo, mientras que los anticuerpos IgG son
perceptibles desde el séptimo dia de la enfermedad, aunque usualmente en bajos niveles.
Los anticuerpos especificos, sumados a la acciéon del complemento y la lizosima,
desaparecen efectivamente las leptospiras de la sangre (Bajani et al., 2004; Silva et al.,
1995; Timoney et al., 1988). El pico de las IgM e IgG se alcanza a las 3-4 semanas y 4-12
semanas de la infeccidn, respectivamente. La aparicion de las IgA en la orina de animales

suele darse a las 12 semanas de la infeccion (Leonard et al., 1993).

En los humanos, a diferencia de los animales, la respuesta de anticuerpos a
leptospirosis parece no seguir el patron clasico de IgM a IgG, halldndose una prolongada

persistencia de IgM y diferente habilidad individual para producir IgG (Lupidi et al., 1991).

2.4 Epidemiologia

La principal fuente de infeccién es la orina, incluso la de los animales recuperados
de la fase clinica de la enfermedad, ya que se eliminan leptospiras por un periodo de tiempo
prolongado, que varia entre los 10 y 118 dias en los bovinos. La persistencia en los rifiones
es mayor al periodo del que se pueden recuperar de la orina (Radostits, 2002; Acha y

Szyfres, 1986).

Los terneros y corderos, que como una forma de pica beben orina, son muy
susceptibles a la infeccién siendo muy probable que se produzca septicemia en ellos. Los
animales silvestres constituyen una fuente dudosa de infeccién, al reportarse niveles
variables de seroprevalencia, llegando a transmitirse la infeccién de perros a chacales, y
aun de seres humanos al ganado bovino en condiciones sanitarias deficientes. Los
principales factores de riesgo del animal dependen de la serovariedad infectante y de su
susceptibilidad a la enfermedad. Los animales adaptados a una serovariedad se comportan
como hospedadores reservorios, mientras los no adaptados actian como hospedadores

accidentales cuando se infectan con ésta (Radostits, 2002).
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Un hospedador reservorio es el que va a permitir el mantenimiento de una especie
de leptospira en un ecosistema determinado, al tener gran receptividad a la infeccién por
esta. Ademads, en el hospedador, el microorganismo es poco patégeno y la infeccion tiende
a ser crénica (manteniéndose en el tracto uro-genital de algunos hospedadores), hay
presencia de infeccion renal con leptospiruria prolongada y se transmite eficazmente a los
animales de la misma especie por contacto directo (Prescott, 1993; Thiermann, 1984;

Radostits, 2002).

En un hospedador accidental, la infeccidbn se caracteriza por presentarse
principalmente en la forma aguda grave, con una respuesta alta en titulo de anticuerpos, el
periodo de la leptospiruria es mds bien corto y la transmision intraespecie es esporadica

(Prescot, 993; Thiermann, 1984; Radostits, 2002).

La transmision de la infeccion entre hospedadores de mantenimiento se realiza
independientemente de las condiciones climdticas y ambientales, no obstante, para la
transmisiéon de un hospedador de mantenimiento a un accidental o entre accidentales se
hace necesaria la supervivencia del agente en el medio ambiente (Radostits, 2002;

Thiermann, 1984; Prescott, 1993).

La mayoria de los casos son subclinicos siendo la infeccién mdas comin que el
cuadro clinico. La infeccion por la serovariedad pomona es la mds comin en todos los
animales de granja pero su distribucién mundial es impredecible. Otras serovariedades
descritas como causantes de infeccion en ganado bovino son L. canicola,
icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, sejroe, hebdomadis y australis (Radostits, 2002;
Acha y Szyfres, 1986). En climas templados dos de las serovariedades mds comtinmente
asociadas con enfermedad son L. interrogans serovar pomona y L. borgpetersenii serovar
hardjobovis, de las que son reservorios cerdos y ganado bovino, respectivamente (Lee et

al., 2002).
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El indice de morbilidad de la enfermedad clinica varia entre 10-30% siendo el de
mortalidad de aproximadamente 5%. El porcentaje de abortos puede llegar hasta el 30% y

la mortalidad en terneros puede llegar a ser importante (Radostits, 2002).

La repercusiéon econdmica mds importante en la explotaciéon bovina son los
problemas reproductivos, que son una secuela cronica de la enfermedad en las
reproductoras, causando mortinatos, abortos o nacimientos de animales débiles
disminuyendo la fertilidad (Ellis, 1994). También puede ser considerada importante la
pérdida econdmica asociada al “Sindrome de caida de la leche” o agalactia producida por
estos microorganismos (Ellis, 1983). A estas pérdidas, habria que afiadir las originadas por
desecho temprano y por aumento en la tasa de eliminacién de animales por causas
reproductivas. Todas estas pérdidas son dificiles de estimar debido a lo dificil del

diagnéstico.

La L. hardjo es la serovariedad adaptada a los bovinos, que actian como
hospedadores de mantenimiento, siendo causa importante de aborto en ellos. L. hardjo se
elimina hasta por ocho dias luego del parto o aborto pudiendo detectirsele en ttero y

oviductos hasta por 90 dias (Radostits, 2002).

Los niveles de seroprevalencia varian de acuerdo a la zona geogréifica y la
serovariedad en estudio, asi, existen reportes de entre 34 y 65 % en EE.UU. (con un 30 %
positivos a L. hardjo) y entre 25 y 65 % en Europa, Australia y América del Sur (también a
L. hardjo). Hardjo—bovis, es la serovariedad méas comuin en Reino Unido, Australia, Nueva
Zelanda y EE.UU. En Canada, hardjo-bovis result6 ser la mas comun en ganado de carne y
pomona en el ganado lechero (Prescott et al., 1988). L. pomona, por lo comin se encuentra
en establos determinados ya que los bovinos no actian como portadores a largo plazo,
hecho que si ocurre con L. hardjo en que la prevalencia tiende a aumentar y extenderse por
toda una localidad (Radostits, 2002). L. hardjo ha sido asociado a infertilidad, y se le ha
podido hallar en casi el 40% de fetos bovinos abortados en Irlanda del Norte (Ellis et al.,
1981). Reportes en Colombia y Venezuela encontraron una seroprevalencia de 60.9% vy

41.75%, respectivamente (Ochoa et al., 2001; Godoy et al., 1997). Por otra parte en Brasil,
16



que cuenta con un clima himedo y tropical, se obtuvieron prevalencias por encima del 45%

(Langoni et al., 2002; Nilson, 2003)

Entre los principales agentes etioldgicos asignados como responsables de aborto
bovino destaca L. hardjo, sin embargo, el papel que cumple es dificil de elucidar ya que
también se le puede hallar en fetos bovinos saludable. Es necesario considerar que
aproximadamente s6lo en el 40% de los fetos remitidos a laboratorios se puede llegar a
hacer un diagnostico correcto, no llegando a identificarse una causa en el resto (Prescott et

al., 1988; Rivera, 2001).

Es de destacar que se han detectado anticuerpos contra leptospiras en 19 de los 25
departamentos de nuestro pafs, tanto en humanos como en animales, identificindose como
factores de riesgo algunas actividades como la mineria y el cultivo de arroz, el consumo de
agua de rio, las precipitaciones pluviales, el contacto con roedores y animales domésticos,
la falta de condiciones sanitarias (inadecuada eliminacién de excretas), algunas
caracteristicas de la casa como el piso de suelo y el contacto con suelos y aguas
contaminadas, entre otros (Liceras et al., 1981; Liceras et al., 1989; Céspedes et al., 2003;

Cruz et al., 2002). (Fig 3)
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Figura 3. Factores de riesgo asociados a la transmisién de la leptispirosis. A:
Caminar descalzo en la selva. B: Fuentes de agua estancada que se usan para nadar. C:
Deficiente fuente de agua potable para consumo. D: Mujeres lavando ropa en aguas
estancadas. (Tomado de Liceras et al. 1989)

En el estudio llevado por Ochoa et al. (2001), en una zona altoandina de Colombia,
se pudo identificar como un factor de riesgo adicional, para la infeccién bovina, el uso del
estiércol porcino como abono de los pastizales que usaban las vacas lecheras. Aqui se pudo

hallar una alta prevalencia para los serovares pomona y hardjo.
Finalmente, la tasa de aislamiento parece que se relaciona mds con la temperatura que

con el nivel de precipitacion, siendo esto un indicativo que no se necesita un nivel elevado

de lluvias para la transmision de la enfermedad (Radostits, 2002)
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2.5  Signos clinicos

Los signos se dan luego de un periodo de incubacion que oscila entre los 3 y 7 dias
y varian en grado de acuerdo a si la enfermedad es de curso agudo, subagudo o crénico.
Los signos no tienen mayor variacion respecto de la especie infectante, salvo

icterohaemorrhagiae que normalmente cursa con septicemia grave (Radostits, 2002).

Los principales signos en terneros son anorexia, fiebre elevada, petequias, anemia
hemolitica aguda con hemoglobinuria, ictericia, mucosas pélidas y apatia. En los adultos se
aprecia principalmente hemoglobinuria y aborto, con retencion de placenta hasta en un 20%
de los casos. También se puede apreciar reduccidn en la produccién de leche, que cambia
su aspecto y coloracién, debido principalmente a la lesion vascular generalizada, sin
cambios fisicos apreciables en la ubre. Algunas veces se puede apreciar cojera debido a una

sinovitis intensa. (Radostits, 2002)

En muchas ocasiones no se aprecia ningtn signo clinico y s6lo se reporta como
hallazgo titulos aglutinantes positivos en animales sanos (Radostits, 2002). A la necropsia
se puede apreciar ictericia en mucosas, palidez hepatica, renal y esplénica, petequias y
edema en diversos 6rganos. Todos estos signos son caracteristicos mas no patognomonicos

de la enfermedad (Radostits, 2002).

En humanos, la sufusiéon conjuntival es un signo diagndstico especifico de la
enfermedad, aunque su ocurrencia es variable entre brotes. Ademds, la alteraciéon del
estado mental, la oliguria y la edad superior a 36 afios son consideradas como las mas
fuertes predictores de casos fatales, por encima de la elevacién de la creatinina sérica,

nitrogeno ureico sanguineo y la insuficiencia respiratoria (Ko et al., 1999; Plank y Dean,
2000)
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2.6 Diagnéstico

El diagnéstico se puede realizar por el aislamiento del microorganismo en muestras
de orina y sangre del animal afectado pero el tiempo que lleva el cultivo y la identificacién
hacen que los resultados s6lo sirvan para un diagndstico retrospectivo por esto se usan con
frecuencia una combinacién de métodos seroldgicos y genéticos (Adler et al., 1980; Bajani
et al., 2003; Victoria et al., 2002). También se realiza la prueba de Inmunohistoquimica

para detectar el antigeno directamente en tejido (Bajani et al., 2003).

La prueba estdndar de referencia para el diagndstico de la leptospirosis (y para
estudios epidemioldgico), segin la OIE, es la Microaglutinacion (MAT). Estudios le
otorgan al MAT una sensibilidad y especificidad de 92 y 95%, respectivamente, con un
valor predictivo positivo de 95% y negativo de hasta 100%. Si bien la interpretacion es
subjetiva, no siempre se detecta las infecciones, especialmente las producidas por serovares
poco antigénicos como L. hardjo, y no discrimina entre anticuerpos vacunales de los
producidos por una infeccidon natural, la prueba permite procesar un gran numero de
muestras en poco tiempo. (Cole et al., 1973; Hickey, 2002; Ellis et al., 1981; Thiermann,
1984; Heath y Jhonson, 1994).

En esta prueba se usa microorganismos vivos como antigenos y debido a esto
implica cierto riesgo de infeccion durante su aplicacién. El diagnéstico es a través de la
elevacion del titulo de anticuerpos en muestras de suero tomadas con un intervalo de dos
semanas (Cole et al., 1973; Lilenbaun et al., 2002; Adler et al., 1980; Bajani et al., 2003;
Acha y Szyfres, 1986). Sin embargo, siempre es mds facil el diagndstico de todo el hato
que el individual, por la mayor probabilidad de detectar un animal con titulos elevados.

(Radostits, 2002)

Se ha reportado que la MAT (y también diferentes ELISA y pruebas como la de
Inhibicion de la hemoaglutinacién) algunas veces tienen reacciones cruzadas con
enfermedades como legionelosis, enfermedad de Lyme vy sifilis, entre otras (Bajani et al.,

2003).
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Otras técnicas como la aglutinacién rapida en portaobjetos (RSTA), aglutinacién en
latex (LAT) y diversos ELISA (con proteinas recombinantes como antigenos) también
detectan anticuerpos (IgG e Ig M) y son cominmente empleadas, pero las primeras tienen
como inconveniente la evaluacion subjetiva de la aglutinacién y la dificultad de procesar
varias muestras al mismo tiempo, mientras que la segunda al trabajar con bacterias vivas
para la preparacion del antigeno conlleva un riesgo de infeccion (Okuda et al., 2005; Adler

et al., 1980; Acha y Szyfres, 1986, Ramadas et al., 1999).

La técnica de Inhibicion del crecimiento (IC) es una técnica més adecuada que la
MAT para el diagnostico seroldgico de infecciones crénicas al detectar principalmente IgG,
aunque no se usa de rutina (Ochoa et al., 2001; Gallego et al., 1996; Godoy et al., 1997,
Tripathy et al., 1972).

Técnicas moleculares como RAE (Andlisis por Endonucleasas de Restriccion) han
sido aplicadas desde la década pasada en el diagnostico y estudios epidemioldgicos de
leptospirosis logrando reconocer tipos dentro de serovariedades y relaciondndolos con los

hospedadores de donde fueron aislados (Bolin y Zuerner, 1996) (Fig.4)
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Figura 4. Tipificacién molecular de Leptospira. Andlisis por RFLP-PCR para
determinar cepas de Leptospira spp. (tomado de Victoria et al., 2002)

2.7 Tratamiento

El tratamiento tiene como objetivo acabar con la infeccidén antes que el dafio en
higado y/o rifiones sea irreparable. Son efectivos casi todos los antibidticos de uso rutinario
como la penicilina, estreptomicina, doxiciclina y tetraciclinas (Radostits, 2002; Thiermann,

1984; Ellis et al., 1985; Acha y Szyfres, 1986; Brock, 1993).

Se recomienda el uso de la estreptomicina via .M. a dosis de 25 mg/kg de peso vivo
por una vez como tratamiento para eliminar la leptospiruria. Esto se debe a su espectro de
accion frente a bacterias Gran negativas, su distribucion y eliminacién por via renal y a su
mayor efectividad en soluciones ligeramente alcalinas como, por ejemplo, la orina de los
herbivoros (Radostits, 2002; Booth y Mc Donald, 1988). Un estudio reporté a la
amoxicilina como tratamiento alternativo a la estreptomicina en las infecciones del ganado

bovino debidas a L. hardjo (Smith et al., 1997)
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2.8 Prevencion y control

Se utilizan vacunas con cepas virulentas muertas y atenuadas que se incluyen, en la
vacunacion de caninos, L. canicola y L. icterohaemorrhagiae. La eliminacion de ratas,
portadoras de L. icterohaemorrhagiae, ayuda considerablemente a impedir que el
organismo llegue a otros animales y al hombre (Brock, 1993). Lo recomendable es que las
vacunas contengan las serovariedades que afectan a la regidon geografica en cuestién

(Radostits, 2002; Acha y Szyfres, 1986).

El control por la vacunacién es poco efectivo debido a que las vacunas no son
eficaces, inducen anticuerpos contra antigenos especificos del serogrupo por lo que poseen
un bajo espectro de la proteccion cruzada y la duracién de la inmunidad es corta. Las
vacunas de Leptospira estimulan generalmente una inmunidad protectora que es inferior a
la desarrollada tras la recuperaciéon de un cuadro agudo o subclinico de leptospirosis

(Artiushin et al., 2004; Acha y Szyfres, 1986).

El efectivo control se logra evitando la exposicion a aguas o alimentos
contaminados con las heces y orina de animales activos o portadores asintomdticos. La
desinfeccion de locales y equipos con hipoclorito y los programas de desratizaciéon son
importantes para evitar la difusion de la enfermedad (Brooks et al., 1998; Radostits, 2002;

Acha y Szyfres, 1986).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de muestreo

Las muestras fueron tomadas en una localidad de la sierra central y en otra de la
costa. Los animales procedentes de la sierra fueron bovinos de la Estaciéon experimental
LV.LT.A. Huancayo, que forma parte de lo que se conoce como el “Valle del Mantaro”,
estando ubicada en el Departamento de Junin, a una altitud de 3249 m.s.n.m. El sistema de
crianza es semi intensivo, consumiendo concentrado al momento de ordefio y pastos
mejorados el resto del dia. El otro lugar de toma de muestras fue el establo de la F.M.V.-
U.N.M.S.M. localizada en el distrito de San Borja, departamento de Lima, ubicada a una
altitud de 170 m.s.n.m., donde la crianza se basa en la alimentacién con concentrados y el

uso de la chala como forraje verde.

Se obtuvo muestras de sangre de la totalidad de bovinos de ambas localidades, 163

animales de Huancayo y 88 de Lima.

3.2  Toma y procesamiento de las muestras

Se punzé con una aguja estéril la vena caudal de los animales, colectandose
aproximadamente 7 mL de sangre en tubos vacutainer sin anticoagulante; a continuacion se
procedi6 a centrifugar la muestra a 13 000 RPM durante 5 minutos, separandose luego el
suero en viales de 2 mL, procediéndose a su inmediata congelaciéon a — 20°C en el
Laboratorio de Medicina Veterinaria Preventiva, hasta el momento de su analisis

seroldgica.

24



33 Seleccion de las cepas de Leptospira spp. y procedencia

Segtin la W.H.O. (1999), en la ejecucién de la M.A.T., se deben de usar los
serovares mas prevalentes en el drea o por lo menos una cepa representativa de las especies
mas frecuentes. Asi, se probaron los serovares icterohaemorrhagiae, pomona, hardjo y
canicola que son las que la literatura reporta como las mds frecuentes e importantes en el
ganado bovino y se conoce que ocurren en nuestro pais. Estas serovariedades ya se
encuentran identificadas, provienen del Laboratorio de Virologia de la FMV-UN.M.S.M y

se usan rutinariamente en el diagndstico de Leptospirosis.

Las cepas son mantenidas en medio semisélido Fletcher (DIFCO), de donde se
realizo pasajes al medio EMJH (DIFCO) para su rdapida multiplicacién. Luego de verificar

una adecuada motilidad, morfologia y concentracién microbiana se procedié a su uso en la

MAT.

34 Técnica de Microaglutinacion (MAT)

Fue realizada usando el procedimiento estdndar (Cole er al, 1973), con
modificaciones menores. La suspension de los 4 serovares de leptospiras vivas fueron
agregadas en una placa de 96 pocillos que contenian diluciones en serie desde 1/100, 1/200,
1/400, 1/800 hasta 1/1600 del suero problema y que se incubaron para la aglutinacién
durante 2 horas a 28°C. Se tomaron como control negativo pocillos que contenian el
antigeno diluido solamente con suero fisioldégico y, como control positivo, sueros con
resultado positivos ya titulados con anterioridad. Luego se examind en el microscopio de
campo oscuro a una ampliacion del 10 X con ayuda de aceite de inmersion (Carguille),
una alicuota de 10 ul de cada uno de los serovares en estudio sobre una ldmina porta
objetos. El titulo obtenido fue calculado como el reciproco de la dilucién mds alta del
suero que aglutind por lo menos el 50% de las bacterias para cada serovar usado. Los
serovares incluidos en el panel del antigeno tenian el siguiente orden: canicola,

icterohaemorrhagiae, pomona 'y hardjo.
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Un animal fue considerado como positivo a un determinado serovar si tenia un
titulo > 1/100 (Ellis, 1986; Timoney et al., 1988; Heath y Jhonson, 1994; Radostits, 2002,
Prescot et al., 1988).

3.5  Analisis de los datos
La prevalencia de leptospirosis fue determinada teniendo en consideracion la
seropositividad de los sueros a la MAT, siendo expresada en forma porcentual, empleando

la siguiente formula (Ahlbom y Norell, 1992):

P (%) = N° de sueros (positivos) x1000

N° de sueros analizados

Con la finalidad de evaluar la localidad como factor de riesgo se calcul6 el Odds
ratio (Daniel, 2004), teniendo en consideracion la positividad de los sueros y la procedencia

de los animales.

Factor de Suero + Suero - Total
Riesgo/ Estado

de Infeccion

A a b a+b
B c d c+d
Total a+c b+d n

Donde OR= ad/bc
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1  Cultivo y multiplicacion de las cepas

Se realiz6 pasajes de las cepas originales mantenidas en el medio semi sélido
Fletcher, al medio EMJH, esto con el fin de acelerar el crecimiento microbiano ya que este

es el medio méas adecuado para el desarrollo de la prueba (MAT).

Durante el proceso se observo que la cepa que demor6 mds en alcanzar la
concentracion deseada fue L. hardjo; por el contrario, L. canicola fue la de mas fécil y
rdpido crecimiento. De igual modo al hacer pasajes de las cepas patréon a otro medio
Fletcher, con el fin de mantener el cepario, se observé lo anteriormente comentado. Esto
coincide con lo citado por Johnson et al., (1973) y Gonzales et al., (2006) quienes
experimentaron con la adicién de algunos nutrientes a medios nutritivos estdndar, para
lograr un mejor crecimiento de los serovares de dificil multiplicacién como L. ballum (o
L. hardjo). Lo que al parecer lograron estos autores seria suministrar una fuente adicional
de acetil Co A, que Leptospira obtiene principalmente de la B oxidacién de los dcidos
grasos de cadena larga, que es la via de entrada al ciclo de los &cidos tricarboxilicos

(Gonzales et al., 2006; Nelson y Cox, 2001; Johnson et al., 1973).

También se pudo observar células largas o pleomorfismo y motilidad reducida si el
indculo que se tomaba para realizar los pasajes estaba envejecido. Cuando ocurria esto se
tenia que realizar pasajes continuos hasta lograr una biomasa de la calidad requerida para la

prueba.
Una observaciéon adicional es el menor tamafio que tiene el serovar hardjo,

comparado con los otros serovares en estudio, que aparentemente es caracteristico de esta

cepa.
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4.2  Ensayos en la prueba de Micro aglutinacién

Este estudio se basé en el uso de la técnica de micro aglutinacién (MAT), prueba
considerada como estdndar y de rutina para el serodiagndstico de la leptospirosis. La MAT
demostré ser util para procesar varias muestras al mismo tiempo, obteniéndose los
resultados en sélo unas horas en comparacion con el tiempo que demora realizar el cultivo
que es de al menos una semana (Cole et al., 1977; Hickey, 2002; Thiermann, 1984; Heath y
Jhonson, 1994). Si bien la interpretacién de prueba es subjetiva (50% o més de aglutinacién
para considerar como positivo el resultado) con un adecuado entrenamiento se diferencia

sin dificultad un suero positivo de uno negativo.

Para verificar la reproducibilidad y destreza en la ejecucion de la prueba se sometié
al test de micro aglutinacién algunos sueros previamente analizados en el laboratorio

lograndose los mismos resultados tanto en positividad como en titulo de anticuerpos.

4.3 Seroprevalencia

Debido a lo dificil y lento del aislamiento del agente causal, la prueba estandar para
el diagnostico serologico es la micro aglutinacion (MAT). Esta prueba detecta
principalmente IgM pero también IgG, siendo particularmente util en el diagndstico de

casos clinicos agudos (Radostits, 2002; Cole et al., 1973; Heath e Johnson, 1994).

Los serovares que detectd la prueba de micro aglutinacion (MAT) fueron L.
icterohaemorrhagiae y L. hardjo. Aqui es necesario resaltar que la MAT es una prueba més
util para detectar infecciones debidas a un serovar incidental (como icterohaemorrhagiae) y
las recientes debidas a un serovar adaptado al hospedador como L hardjo. Las infecciones
cronicas causadas por serovares de mantenimiento son dificiles de detectar por la MAT,
debido al titulo insignificante que tienen luego de una infeccién subclinica (Radostits,

2002).
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Ambos establos resultaron positivos a leptospirosis, al contar con al menos un
animal positivo a la prueba de micro aglutinacién (Tabla 1), hecho que era de esperar
debido a la amplia distribuciéon de la enfermedad y a las precipitaciones que ocurren
(principalmente en Huancayo) y que sirven para el mantenimiento de Leptospira spp.

(Timoney et al., 1988; Prescott et al., 1988; INEI, 1994).

Ninguno de los animales evaluados mostré evidencia de infeccion leptospiral con

mads de um serovar y tampoco reaccionaron a los serovares pomona ni canicola (Tabla 1).

Como en las zonas de estudio no se aplica vacunacién contra la leptospirosis, no
existe el riesgo de confundir los titulos de anticuerpos hallados, debido a una infeccién
natural, con otros producto de una inmunizacién, que la prueba no puede distinguir (Cole et

al., 1977; Hickey, 2002).

Al analizarse los bovinos del establo de la FMV - UNMSM con sede en Lima, 13 de
las 88 muestras resultaron positivas unicamente al serovar icterohaemorrhagiae de

Leptospira, constituyendo en una prevalencia de 14.77 (Tabla 1).

Por otro lado, en el Establo del I.V..T.A. Huancayo, se detectaron 20 animales
reactores de 163, representando una prevalencia de 12.27%, de los cuales 16 (9.82%)
resultaron positivas para el serovar icterohaemorrhagiae y sélo 4 (2.45%) para el serovar

hardjo (Tabla 1).
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Tabla 1. Distribucién de bovinos segun lugar y reaccién a la prueba de
MAT para la deteccion de anticuerpos anti-leptospira. 2005.

LUGAR
SEROVAR LIMA n=88 HUANCAYO n =163
Positivos % Positivos %
Icterohaemorrhagiae 13 14.77 16 9.82
Hardjo 0 0.00 4 2.45
Pomona 0 0.00 0 0.00
Canicola 0 0.00 0 0.00
TOTAL 13 14.77 20 12.27
IC 095 [ 7.36 <11<22.18 ] IC 095 [7.23<I1£17.31]

Se observa una seroprevalencia ligeramente superior en el establo de Lima respecto

del de Huancayo (14.77 vs. 14.27); sin embargo, esta diferencia es relativamente pequeiia.

Ellis et al (1986) encontraron titulos > a 1/100 para el serovar hardjo, dan una
excelente especificidad pero son poco sensibles para medir infeccidn, esto significa que la
seroprevalencia real en Huancayo podria ser 2 veces mds alta que la encontrada para este

serovar (Ellis et al., 1986; Prescott et al., 1988).

En relacién a los titulos de anticuerpos alcanzados en las muestras de Lima, de las
13 positivas, diez mostraron titulos con valores de 1/100, dos tuvieron valores de 1/200 y
s6lo una un titulo de 1/400 (Tabla 2). En Huancayo, del total de las muestras positivas, las
16 muestras que resultaron positivas para el serovar icterohaemorrhagiae presentaron titulo
de 1/100 y de las 4 que reaccionaron al serovar hardjo, dos de ellas tuvieron titulo de 1/100

y las otras dos titulo de 1/200 (Tabla 2).
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Tabla 2. Distribucién de bovinos reactores a leptospirosis, segiin procedencia
y titulo de anticuerpos, detectados mediante la prueba de MAT. 2005.

SEROVAR TITULO TOTAL
1/100 1/200 1/400 n %
. Icterohaemorrhagiae 10 2 1 13 100
I Hardjo 0 0 0
'XI Pomona 0 0 0 0
Canicola 0 0 0 0 0
TOTAL 10 2 1 13
% 77 15 8 100
E Icterohaemorrhagiae 16 0 0 16 80
A Hardjo 2 2 0 4 20
g Pomona 0 0 0 0 0
¢ Canicola 0 0 0 0 0
0 TOTAL 18 2 0 20
% 90 10 0 100

Los titulos hallados son bajos en ambas localidades, asi, de los sueros positivos en
Lima el 77% (10/13) tenian titulo de 1/100, el 15.4% (2/13) titulo de 1/200 y sélo uno
tuvo un titulo de 1/400 que representaba el 7.6%. Estos resultados podrian corresponder a
infecciones recientes cuyos titulos estdn en aumento o que ya estin disminuyendo,
principalmente (1/100 y 1/200). El hallazgo de un animal con un titulo de 1/400 al serovar
icterohaemorragiae podria sugerir una infeccion mas reciente, pues en la prueba de MAT
se logra un pico maximo de aglutinacién a las 2 6 3 semanas post infeccion (Radostits,
2002).

Por otra parte, en Huancayo, el 90 % (18/20) de las muestras positivas tuvieron un
titulo de 1/100 y el 10 % restante (2/20) mostraron un titulo de 1/200. En este caso el
hallazgo de animales con titulos de anticuerpos de 1/100 para el serovar
icterohaemorragiae sugiere, también, infecciones recientes con concentraciones en
aumento o descenso. En cambio el hallazgo de similares titulos para el serovar hardjo,

adaptado al bovino, podria dar razén de infecciones agudas (Radostits, 2002).
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Prescott et al (1988) y Lee et al (2002) han reportado a L. pomona como el serovar
mas prevalente seguido de L. hardjo en importancia. Esto difiere de lo hallado en nuestro
estudio ya que el serovar mds prevalente fue L. icterohaemorragiae seguido de L. hardjo.
El porcentaje de seroprevalencia a L. icterohaemorragiae en el establo de Lima (14.7 %)
coincide con el reportado por Prescott et al (1988), mas no con el orden de importancia

hallado por nosotros.

El mayor porcentaje de animales reactores al serovar icterohaemorrhagiae, una
especie adaptada a los roedores, podria deberse a la presencia y contacto del ganado con la
orina infectada de estos animales, principalmente. Estos animales son muy comunes en los
centros de crianza bovina donde viven alimentdndose de los granos (Radostits, 2002;

Books et al., 1998).

La deteccion del serovar hardjo es un hallazgo interesante ya que este es un serovar
que usualmente no presenta sintomatologia clinica evidente en el ganado bovino, y en el
que mayormente ocasiona problemas de baja fertilidad y aborto. Ademads, este serovar
reacciona pobremente a la prueba de micro aglutinacién ya que su infeccion, por estar
adaptado al ganado bovino, cursa con bajos titulos de anticuerpos (Prescott et al, 1988).
Esto coincide con los bajos titulos obtenidos (tabla 2) en los 4 animales que resultaron
positivos a la prueba. Su deteccion, inicamente, en el establo de Huancayo podria deberse a
factores climaticos, tipo de suelo o animales silvestres de la zona (Prescott et al, 1988).
Ademais, Ellis y Michna (1976) reportaron que no hubo respuesta seroldgica en casi el

25% de vacas con fetos abortados en los que se encontrd este serovar.

Radostits (2002), Thierman (1984) y Prescott (1993) hallaron que la transmision de
la infeccion entre hospedadores de mantenimiento (como L. hardjo en bovinos de
Huancayo) ocurre sin importar las condiciones climéticas y ambientales, por el contrario,
para la transmision desde un hospedador accidental si es necesaria la supervivencia del

agente en el medio ambiente (L. icterohaemorrhagiae en ambas localidades).
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El serovar hardjo es mds comin que el serovar pomona en el ganado lechero,
comparado con el de carne, siendo la principal causa de aborto en Irlanda del Norte y en
Inglaterra. En Canada ocurre lo contrario al ser pomona el mas seroprevalente. Esto podria
deberse a la practica de la monta natural en lugar de I.A. ya que se ha descubierto que

hardjo se transporta en el tracto genital (Prescott et al., 1988).

Se esperaba encontrar reactores al serovar canicola, por la presencia de perros en las
localidades, pero no fue asi; esto podria deberse a que los caninos no se encontraban

infectados ni eliminando el agente o que la prueba no pudo detectar titulos a este serovar.

Por la amplia e importante distribucion mundial del serovar pomona también se
esperaba hallarlo en este estudio pero no fue asi. Este serovar es el mas comun en el ganado
lechero de Canada (Prescott et al, 1988; Lee et al., 2002). Esto difiere de lo hallado y
podria deberse a que este serovar tiene como animales reservorio al ciervo y el mapache,
animales silvestres no propios de nuestro medio (Heath y Jhonson, 1994). Hay que destacar
que la MAT tiene una adecuada sensibilidad para detectar las infecciones por este serovar

por lo que su no hallazgo seroldgico confirmaria su ausencia en ambas localidades.

4.4  Riesgo de Infeccion

El riesgo de infeccion (OR) se calculo tomando los datos obtenidos, segtin Daniel

(2004):

MAT + MAT - Total
Lima 13 75 88
Huancayo 20 143 163
Total 33 218 251

OR=13x143/ 75x20=1.24

33




Estos datos indican que el riesgo de infeccion por leptospirosis en bovinos de Lima
es 1.24 veces la infeccion para los de Huancayo; es decir que, por cada animal de Huancayo

que se infecta hay 1.24 animales de Lima que lo hacen, indicando un mayor riesgo.

El riesgo de infeccion animal esta asociado a diversos factores ambientales como
precipitacion pluvial y clima, factores del manejo y sistema de explotacién como la crianza
conjunta con otras especies productivas como porcinos o la presencia de animales
domésticos y silvestres (perro y roedores, respectivamente). En nuestro estudio se podria
sugerir que el mayor riesgo de infeccion hallado en Lima se deberia a que las condiciones
ambientales de la costa (clima templado y temperatura no extremas) resultan mads
favorables para la sobrevivencia de la lesptospira en el suelo; ademas el sistema de crianza
otorga menos espacio por animal en Lima respecto de Huancayo por lo que al haber un
mayor contacto entre ellos seria mas probable la infeccion (Radostits, 2002; Liceras et al.,
1981; Liceras et al., 1989). Hay que notar que los animales en el IVITA-Huancayo sélo se
concentran durante el ordefio y al dormir ya que el resto del dia se encuentran pastando en

terrenos amplios.

Debido a la mayor precipitacion pluvial que ocurre en Huancayo se esperaba hallar
una mayor prevalencia y riesgo de infeccion, pero esto no fue asi. La causa estaria en que
si bien caen mads lluvias en la sierra, favoreciendo la supervivencia de leptospira en el suelo,
estas son solo estacionales. Ademads existe informacién que indica que la temperatura se
relaciona mds con la tasa de aislamiento que con un elevado nivel de precipitacién

(Radostits, 2002; INEI, 1994).
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V. CONCLUSIONES

Se hall6 animales reactores a Leptospira spp. a la prueba de micro aglutinacién

(MAT) tanto en Lima como en Huancayo.

El nivel de seroprevalencia hallado es ligeramente superior en la localidad de costa
respecto que la localidad de sierra. Si bien los niveles de prevalencia de anticuerpos
son bajos, comparados con los hallados en otros paises, esto no descarta el probable

rol de la Leptospirosis como una importante causa de fallas reproductivas.

No se hall6 animales reactores a los serovares canicola ni pomona pese a la

presencia de sus reservorios (perros).

Se hall6 respuesta seroldgica frente a L. icterohaemorrhagiae en los establos tanto
de Lima como de Huancayo, esto podria deberse a la presencia de roedores,

reservorio de L. icterohaemorrhagiae, en ambas localidades.

Se detect6 anticuerpos frente a L. hardjo en el establo del IVITA-Huancayo. Este
serovar estd adaptado al bovino las infecciones tienden a ser crénicas, con

eliminacion prolongada del agente a través de la orina.

Los titulos de anticuerpos hallados son en su mayoria de 1/100 y 1/200, que no
aclaran si se trata de infecciones recientes (con titulos crecientes) o crénicas (con

titulos en descenso), pero que se consideran como bajos.

El riesgo de infeccion es ligeramente superior para el establo de Lima respecto del
de Huancayo. Esto podria deberse a factores climdticos o de manejo, como una
temperatura mds benigna para la sobrevivencia de Leptospira o el menor espacio

por animal que favorece la infeccién, en la costa.
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VI. RECOMENDACIONES
Realizar mas estudios de seroprevalencia con la prueba de micro aglutinacion
(MAT), de modo periédico y ampliando el rango de serovares de leptospira, para

determinar la seroprevalencia de otros serovares.

Controlar la presencia de roedores y su contacto con los animales y el ganado para

evitar la infeccion de la enfermedad.

Evitar el mantenimiento de charcos o depdsitos de agua estancada que sirven como

reservorio y fuente de infeccién para leptospirosis.
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