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RESUMEN

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica bacteriana de distribuciéon mundial. Es
causado por espiroquetas del género Leptospira, clasificadas seroldgicamente en 25
serogrupos patégenos. En las alpacas, la infeccién ha sido asociada a abortos y problemas
reproductivos, sugiriendo un rol potencial como hospedero en la epidemiologia de la
leptospirosis de las zonas altoandinas. Por ello, el objetivo del estudio fue identificar los
serogrupos de Leptospira spp. presentes en las alpacas del IVITA Marangani. Se muestre6
126 alpacas mayores a 1 afio de edad en la Raya-Cusco. Los sueros obtenidos fueron
evaluados mediante la Prueba de Microaglutinaciéon (MAT) en la Seccién Bacteriologia y
Micologia del Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, donde se utilizaron
serovares de referencia internacional de 21 serogrupos patdgenos de Leptospira spp. Se
determiné que el 42.85%, con una distribucién entre 34.51 y 51.7, de las alpacas fueron
seropositivas 9 serogrupos patdgenos: Icterohaemorrhagiae 12.69 % (7.97-19.62), Pomona
11.11% (6.77-17.81), Panama 11.11% (6.77-17.81), Hurtsbridge 9.52% (4.21-12.23),
Ranarum 5.55% (2.76-11.03), Ballum 1.58% (0.48-5.54), Cypnopteri 1.58% (0.48-5.54),
Djasiman (0.19-4.3), Hebdomadis 0.79% (0.19-4.3) y sélo el 2.38% (3/126) presento
coaglutinaciones. El andlisis de los intervalos de confianza, obtenidos por simulacion,
indic6 diferencia estadistica significativa entre las frecuencias de los serogrupos
Icterohaemorrhagiae, Pomona y Panana y los serogrupos Ballum, Cynopteri, Hebdomadis y
Djasiman. El estudio concluye en la identificacién de 5 serogrupos no reportados en

alpacas: Ballum, Djasiman, Hurtsbridge, Panama y Ranarum.

Palabras clave: Leptospira, serogrupos, Microaglutinacion, alpacas



ABSTRACT

Leptospirosis is a bacterial zoonotic disease of worldwide distribution. It is caused by
spirochetes of the Leptospira genus, serologically classified in 25 pathogenic serogroups. In
alpacas, the infection has been associated with abortions and reproductive problems,
suggesting a potential role as a host in the epidemiology of leptospirosis in the high-
Andean areas. The objective of the study was to identify serogroups of Leptospira spp. in
alpacas from IVITA Marangani. A number of 126 alpacas older than 1 year old, from La
Raya-Cusco, were sampled. The serum samples obtained were transported to the
bacteriological section of the Laboratory of Microbiology and Parasitology, Department of
Veterinary Medicine from the National Major University of San Marcos, where they were
evaluated with the Microscopic Agglutination Test (MAT), using international reference
serovars of 21 pathogenic serogroups of Leptospira spp. The results estimated that 42.85%
of alpacas (54/126), from a distribution between 34.51 y 51.7, were seropositive to 9
pathogenic serogroups: Icterohaemorrhagiae 12.69 % (7.97-19.62), Pomona 11.11% (6.77-
17.81), Panama 11.11% (6.77-17.81), Hurtsbridge 9.52% (4.21-12.23), Ranarum 5.55%
(2.76-11.03), Ballum 1.58% (0.48-5.54), Cypnopteri 1.58% (0.48-5.54), Djasiman (0.19-
4.3) and Hebdomadis 0.79% (0.19-4.3), and only 2.38% presented coagglutination.
Analyses of confidence intervals, obtained by simulation, showed significative statistic
differences between the serogroups frequency of Icterohaemorrhagiae, Pomona and Panana
and Ballum serogroups,Cynopteri, Hebdomadis and Djasiman. As a final result, the study
achieved to identify 5 serogroups without antecedents in alpacas: Ballum, Djasiman,

Hurtsbridge, Panama and Ranarum.

Key words: Leptospira, serogroups, Microscopic Agglutination, alpacas.
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I. INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad zoonética bacteriana de distribucion mundial que
afecta a los mamiferos, principalmente a aquellos que habitan regiones con climas
tropicales y subtropicales. Sin embargo, en las dreas altoandinas donde las condiciones
medioambientales son desfavorables para la supervivencia de las especies de Leptospira
spp., se ha determinado que existe alta prevalencia de leptospirosis en los camélidos
sudamericanos. La infeccion en las llamas y alpacas, al igual que en el ganado bovino, ha
sido asociada a cuadros de abortos y nacimiento de crias débiles. Hechos que influyen
negativamente en la crianza y produccién de alpacas, considerada una actividad econémica
importante para el poblador altoandino que deriva ganancias del comercio de la fibra y

carne (Rosadio et al., 2003).

Las leptospiras ingresan al organismo a través de las membranas mucosas por contacto
con la orina, agua y alimentos contaminados. A partir de dia 10°-14° de la infeccién, se
incrementa el nivel de anticuerpos aglutinantes que reaccionan contra los antigenos vivos
de los serovares utilizados en la prueba de Microaglutinacion (MAT). Esta prueba es
considerada la prueba de referencia internacional para el diagndstico de leptospirosis

humana y animal (Adler y de la Pefia Moctezuma, 2010).
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Las leptospiras pueden ser patégenas, intermedias o saprofitas y vivir en animales o
libres en el medio ambiente. Conocer los serogrupos a los que se expuso una especie
animal sugiere el rol potencial del animal en el mantenimiento y diseminacién de las
leptospiras. En este sentido, es importante elegir cuidadosamente el panel de antigenos para
la prueba de Microaglutinaciéon. La adecuada seleccion incrementa la sensibilidad de la
prueba y disminuye los costos de su realizacién (Picardeau, 2013). El objetivo del presente
estudio fue identificar los serogrupos de Leptospira spp., en alpacas del IVITA Marangant,
para lo cual se utilizé serovares representativos de 21 serogrupos patégenos en la prueba de

Microaglutinacién
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos historicos

El MINSA (2000) describe la historia de la leptospirosis. La revision sefiala que a
inicios del siglo XIX Lacereaux hizo la primera descripcién de un caso clinico compatible
con leptospirosis. En 1883, Landarouzi describié un caso tipico de ictericia y hemorragia al
que denomind tifus hepdtico y en 1886, Adolf Weil describi6 en Heidelberg-Alemania
cuadros agudos de fiebre, ictericia y dafio renal severo. Asimismo en 1887, el sindrome fue
nombrado como enfermedad de Weil por Goldschmidt. Actualmente, leptospirosis es
conocida como enfermedad de Weil, enfermedad de los porqueros, fiebre de los arrozales o

fiebre de los cafiaverales (Acha y Szyfres, 1986).

En su revision sobre Leptospirosis, Levett (2001) sefiala que en 1907, Stimson visualizé
conglomerados de espiroquetas semejantes a un signo de interrogacién en la evaluaciéon
histolégica de un rifion de un paciente fallecido por Fiebre Amarilla, denomindndolo
Spirochaeta interrogans. En 1914, los japoneses Inada e Ido hallaron espiroquetas y
fendmenos hemorrégicos en el higado de cobayos infectados experimentalmente con sangre
de mineros que presentaron fiebre intensa por lo que la denominaron Spirochaeta
Icterohaemorrhagiae. Un afio después, en 1915, lograron aislar el agente causal.
Finalmente, Cerqueira y Picardeau (2009), describe que Wolbach y Binger proporcionaron

la primera descripcion valida de las leptospiras saprofitas y ya después de un estudio sobre
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aislamientos realizados en Japén, Europa y EEUU, Noguchi propuso el nombre del género

Leptospira.

2.2. Taxonomia y clasificacion

2.2.1. Taxonomia

El término Leptospira proviene del griego leptos y el latin spira que significan delgado y
enrollado respectivamente (Levett y Haake, 2009). Las leptospiras son bacterias que se
ubican en el orden Spirochaetales, familia Leptospiraceae y género Leptospira (Faine et al.,

1999).

Antes de 1989, el género Leptospira fue dividido en dos especies: Leptospira
interrogans y Leptospira biflexa que comprendian cepas patdgenas y cepas saprofitas,
respectivamente. Ambas especies se diferencian fenotipicamente por sus exigencias en el
cultivo. El crecimiento a 13°C en presencia de 8-azaguanina y la conversién a formas
esféricas en 1M NaCl sugieren que las leptospiras son sapréfitas (Johnson y Rogers,
1964a). Por el contrario, las cepas patégenas no crecen a bajas temperaturas y exhiben un
tiempo de generacion de 20 h. Las especies saprofitas crecen mas rdpido con un promedio

de generacion de 5 h (Cerqueira y Picardeau, 2009).

2.2.2. Clasificacion serologica

Por debajo del taxon de especie, el serovar es considerado la unidad sistemaética basica
de las especies de Leptospira spp. La clasificaciéon en serovares se basa en la prueba
seroldgica de Aglutinacién-absorcion cruzada (CAAT) (Kmety y Dikken, 1993). Dos cepas
aisladas pertenecen a diferentes serovares si después de la absorcion cruzada con cantidades
adecuadas de antigenos heter6logos, al menos 10% del titulo homodlogo permanece

asociado con uno de los dos antisueros en pruebas repetidas (OMS, 2008)

Los serovares homodlogos antigénicamente han sido clasificados en serogrupos. El

serogrupo carece de valor taxondmico pero ha demostrado ser util para el diagndstico
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seroldgico y la comprension epidemioldgica a nivel regional o poblacional (Levett, 2015).
Actualmente, todas las especies de leptospiras se clasifican en 25 serogrupos patégenos, un
serogrupo sapréfito y aproximadamente 250 serovares de acuerdo a la expresion de los

lipopolisacdridos (LPS) expuestos en la superficie (Adler y De la Pefia Moctezuma, 2010).

2.2.3. Clasificacion genotipica

La demostracioén de la heterogeneidad genética mediante la prueba de Hibridacién del
ADN originé la sustitucién de la clasificacién fenotipica y la definicion 20 especies
genOémicas o genomoespecies (Brendle et al., 1974). Entre la clasificacion genotipica y
serologica no existe correlacion. En un serogrupo pueden coexistir varias especies de
Leptospira spp. Asimismo, algunas especies pueden contener serovares patdgenas y no

patégenas (Brenner et al,. 1999).

Actualmente, las especies de Leptospira spp. han sido clasificadas en tres grupos de
acuerdo a su filogenésis y patogenicidad. Existe especies saprofitas (cepas ambientales),
especies patdgenas (cepas aisladas de humanos y animales) y especies intermedias distintas
a las patégenas y saprofitas de acuerdo a la secuencia del gen 16S ARNr. La virulencia no
ha sido demostrada experimentalmente en las especies intermedias (Apéndice A 1)

(Picardeau, 2013).

2.3. Biologia de las leptospiras

2.3.1. Biologia general

Las leptospiras son bacterias gram negativas de forma helicoidal (espiroquetas) y con
ambos extremos doblados en forma de gancho. Se caracterizan por ser flexibles, largas y
delgadas (Levett, 2001). Miden aproximadamente 0,1 um de ancho por 6-20 um de largo,
su amplitud helicoidal oscila entre 0,1-0,15 pm, y la longitud de onda es de

aproximadamente 0,5 pm (Faine et al 1999).
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Las leptospiras exhiben movimientos flexibles de rotacion y traslacion debido a dos
filamentos axiales (flagelos periplasmaticos) que se localizan en el espacio periplasmético y
se insertan en cada uno de los dos extremos polares (Faine et al 1999). En la membrana
externa, el LPS constituye el principal antigeno estructural altamente inmunogénico; sin
embargo, es relativamente no téxico, 12 veces menos letal para los ratones en comparacioén

con LPS de la especie E. coli (Palaniappan et al., 2007).

Las especies patdgenas aisladas son cominmente mds cortas y enrolladas que las cepas
saprofitas y las cepas sometidas a pasajes seriados en el laboratorio. Estas dltimas pueden
ser extremadamente alargadas e incluso formar cuerpos esféricos que a menudo se
correlacionan con la pérdida de la motilidad y la disminucién de la salud celular (Cameron,

2015).

El genoma de las especies de Leptospira spp. estd compuesto de un cromosoma de 4 400
kb y otro pequeiio de 350 kb. Un tercer cromosoma denominado p74 fue identificado en la
especie L biflexa y ha sido asociado a la supervivencia y viabilidad de las especies
saprofitas. No obstante, 13 genes de homeostasis de p74 se han identificado en el

cromosoma I de las cepas patégenas (Zuener, 1991; Picardeau et al., 2008).

Figura 1. Microscopia electronica de L. Interrogans serovar Icterohaemorrhagiae cepa RGA
(Levett, 2001)
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2.3.2. Factores de virulencia

El mecanismo por el cual las leptospiras atraviesan las capas celulares de la piel
lesionada y las membranas mucosas aun se desconoce. No obstante, propiedades como la
quimiotaxis y la motilidad favorecerian la entrada al hospedero (Levett, 2001). Las
leptospiras patégenas poseen alrededor de 12 proteinas quimiotécticas aceptadoras de metil
(MCPs) que les permite responder a estimulos como a la hemoglobina, lo cual sugiere

quimiotaxis hacia el drea lesionada (Nascimiento et al., 2004).

En la invasion, las leptospiras emplean enzimas transportadas a la superficie bacteriana
como las fosfolipasas o esfingomielinasas. Estas proporcionan dcidos grasos de cadena
larga por b-oxidacion de las membranas celulares ocasionando dafio celular y hemolisis
(Narayanavari et al., 2012). Otro factor de virulencia clave para la supervivencia en el
medio es la adquisicion de hierro por accién de las hemolisinas tlyABC a partir del grupo
Hemo y la hemoglobina. Alrededor de 12 receptores dependientes de Tonb estarian
involucrados en la importacion del grupo Hemo y otras moléculas con hierro (Nascimento
et al., 2004). Las hemolisinas también lesionarian el endotelio de los pequefios vasos

sanguineos, generando hemorragia e isquemia (Picardeau, 2009).

Las leptospiras sintetizan proteasa, colagenasa, metaloproteasa, hialuronidasa y
termolisinas. Estas enzimas degradan la matriz extracelular de los tejidos favoreciendo la
adhesion a componentes como el &4cido hialurénico, glucosaminaglucanos, fibras de
coldgeno, laminina, fibronectina a través de Proteinas de Unién (Garcia, 2013). No
obstante, ninguna proteina ha mostrado ser un factor de virulencia esencial e indispensable,

lo cual estd asociado a la redundancia funcional de las proteinas de Leptospira (Murray et

al., 2013).

Las proteinas de Unidén son componentes de la superficie microbial que reconocen la
matriz extracelular. Las proteinas de union a la fibronectina (Lsa 66) permiten la adhesion a
los vasos sanguineos, promueven la union de los polimorfos, fagocitos mononucleares y las
células natural killer e incrementa la fagocitosis en ausencia de opsoninas especificas

(Cinco et al., 2002). Las proteinas de unién a la laminina y el endotelio (Len) permitirian
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atravesar las capas tisulares (Stevenson et al., 2007). Las proteinas de unién a la elastina
(LigB, Omp37, Omp47) participarian en la colonizacién de la piel y la hemorragia del
endotelio vascular de los pulmones y el aborto (Lin et al., 2009). Un estudio develé que
LigB inhibirfa la reparacion tisular y la formacién de fibras. Las proteinas de unién al
fibrinégeno (LigB, Lsa33, OmpLl) inhiben parcialmente la formacién de fibrina y
finalmente las proteinas de unién al plasmindgeno (LenA y Lip32) activarian la proenzima
en presencia del plasminégeno uroquinasa, lo cual degradaria los componentes de la matriz

extracelular (Lihteenmiki et al., 2001).

2.3.3. Cultivo

2.3.3.1. Requerimientos nutricionales
Las leptospiras se caracterizan por su relativa inercia metabodlica en pruebas fenotipicas.
Los marcadores fisiolégicos indican que son bacterias aerdbicas, catalasa y oxidasa
positivas (Levett y Haake, 2009). Crecen a una temperatura aproximada de 28-30°C, pH

optimo de 7.2-7.4 y pierden rapidamente su motilidad en medios acidos (Smibert, 1977).

Los medios de cultivo estdn enriquecidos principalmente con factores de crecimiento
como las vitaminas B2 y B12, hierro. Sales de amonio como fuentes de nitrégeno y acidos
grasos de cadena larga como fuentes de carbono. Algunas cepas mds exigentes requieren la
adicion de piruvato o suero de conejo para el aislamiento inicial (Faine et al., 1999). El
crecimiento de los contaminantes puede ser inhibido por la adicién de 5-fluorouracilo y
antibidticos tales como la gentamicina, dcido nalidixico o rifampicina. Sin embargo, el uso
de agentes selectivos puede reducir las posibilidades del aislamiento cuando s6lo haya un

numero pequefio de leptospiras viables (Johnson y Rogers, 1964b; Faine et al., 1999).

2.3.3.2. Medios de cultivos
Actualmente, el medio mds utilizado es el medio liquido EMJH (Ellinghausen
McCullough Johnson Harris). Contiene principalmente dcido oleico (Tween 80) y albumina

(Ellinghausen y McCullough, 1965). La hidrolisis espontdnea de los enlaces ésteres del
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Tween 80 produce dcidos grasos libres, citotoxicos ain a concentraciones suboptimas. La
albumina actia como agente detoxificante y estabilizador al unirse a 4-6 moléculas de
dcidos grasos libres a través de 3 clases diferentes de sitios de union. Esta unién constituye

una reserva de dcidos grasos que repone aquellos utilizados (Gonzdlez et al., 2002).

2.4. Epidemiologia

La leptospirosis es una enfermedad zoonética de distribucién mundial. Un problema de
salud publica principalmente en los paises en desarrollo (Bharti et al., 2003). Las zonas
endémicas incluyen las islas del Caribe, América Central y América del Sur, el Sudeste de
Asia y las islas del Pacifico. En los paises desarrollados, se considera una enfermedad

emergente asociada a actividades laborales y recreativas (Ricaldi y Vinetz, 2006).

2.4.1. Hospederos

Varias especies mamiferas desempefian el rol de hospederos. Los hospederos
incidentales son aquellos que desarrollan la enfermedad aguda. Mientras que, el hospedero
de mantenimiento o también llamado reservorio se define como la especie mamifera que
mantiene una infeccién crénica, endémica de la regiéon en forma asintomética o con

manifestaciones leves (Céspedes, 2005).

En los reservorios, la transmision se realiza via transplacentaria o durante el periodo
neonatal. Las leptospiras se alojan y multiplican en los tibulos renales y se eliminan a
través de la orina de manera intermitente o continua. L.a concentracion urinaria puede ser
tan alta como 10° leptospiras/ml. Las leptospiras no sobreviven en la orina acida. En
consecuencia, los herbivoros y animales cuya dieta produce orina alcalina son
relativamente mds importantes como excretores que los productores de orina dcida (Adler y

de la Pefia Moctezuma, 2010).

El conocimiento de los serogrupos prevalentes y sus reservorios es esencial para la
comprension de la epidemiologia en cualquier regién. El portador renal es un componente

fundamental para la persistencia de la leptospirosis (Levett, 2001). Los reservorios mas
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importantes son los roedores. Las ratas son generalmente reservorios de los serogrupos
Ballum e Icterohaemorrhagiae mientras que los ratones del serogrupo Ballum. Existen
asociaciones entre algunas especies domésticas y determinados serovares. Sin embargo,
éstas no son absolutas. Por ejemplo los cerdos albergan a los serogrupos Pomona, Tarassovi
y Bratislava; las ovejas, a los serogrupos Hardjo y Pomona; los perros; al serogrupo
Canicola; y el ganado vacuno; al serogrupo Grippotyphosa, Pomona y Hardjo (Hartskeerl y

Terpstra, 1996). La infeccidn en gatos es rara. (Levett, 2001).

| Uveitis

Meningitis

Asymptomatic
rodent carriers

Myocarditis

Pulmonary
haemorrhage
syndrome
Soil and water
— Hepatic
dysfunction

- Renal dysfunction

> W\ >3

a3 i
Livestock and domestic animals

Figura 2. Ciclo de infeccién Leptospira spp. (Ko et al., 2009)

2.4.2. Medio ambiente

Las leptospirosis es una enfermedad endémica, principalmente de regiones con climas
tropicales y subtropicales. La incidencia es estacional sobre todo en épocas de lluvias e
inundaciones (Everard y Everard, 1993; Ratnam, 1994). La supervivencia de los diversos

serovares depende de las condiciones ecoldgicas de la region, humedad, temperatura, el pH
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(7.2-8), la disponibilidad de nutrientes y la presencia de otros microorganismos en la

composicion de los suelos (Hellstrom y Marshall, 1978).

Las leptospiras patégenas no se replican fuera del huésped. Se inactivan facilmente en el
medio cuando estin expuestos a condiciones de salinidad, desecacion, radiacidén
ultravioleta, desinfectantes y temperaturas de congelamiento (Levett, 2001; Sykes, 2013).
Por otra parte, ensayos en placa de poliestireno han demostrado que las leptospiras son
capaces de agregarse para formar biofilms o biopeliculas que contribuirian a la

supervivencia de las leptospiras saprofitas (Evangelista y Corburn, 2010).

2.4.3. Factor de riesgo

Las infecciones humanas pueden ser adquiridas en actividades laborales, recreativas y
exposiciones involuntarias. El trabajo es considerado un factor de riesgo asociado a
personas cuya actividad laboral esta en contacto directo con la orina de animales infectados
como es el caso de los alpaqueros, ganaderos, veterinarios, trabajadores de mataderos,

inspectores de carne, etc (Waitkins, 1986).

La infeccion en los ganaderos estd relacionada a la mastitis bovina, la presencia del
serovar Hardjo y el ordefiamiento. El serovar Hardjo infecta al ganado vacuno en todo el
mundo y produce brotes de mastitis y abortos. Se ha aislado de fetos abortados y sanos,
terneros prematuros, descargas vaginales, el tracto genital, urinario y en semen de toros

(Ellis et al., 1985b).

2.4.4. Prevalencia en alpacas

La epidemiologia de la infeccion en los animales domésticos en las zonas altoandinas se
encuentra pobremente esclarecida. Al respecto, Herrera et al. (2000) sefalé que la
leptospirosis en las alpacas tiene una etiologia multifactorial. Las lluvias funcionarian como
un factor condicionante y la presencia de otras especies en el hédbitat de los camélidos
podria contribuir al mantenimiento de la enfermedad durante todo el afio (Liceras de

Hidalgo et al., 1989).
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En Argentina, Brihuega et al., (1996) reportaron la presencia de los serovares Pomona,
Grippotyphosa y Patoc en llamas, guanacos y vicuias de la provincia de Buenos Aires. Asi
mismo, Llorente et al., (2002) hall6é anticuerpos contra Leptospira spp, principalmente para
los serovares Copenhageni y Castellonis en llamas, guanacos y vicufias de distintas

provincias de Argentina.

En el altiplano punefio, Herrera et al., (2000) hall6 6.5% (n=810) de prevalencia a siete
serovares y mayor frecuencia del serovar Pomona 79.2%. En alpacas de zonas colindantes
y perteneciente a la provincia de Canchis Cusco se detectdé mayor prevalencia para los
serovares Pomona (49%), Icterohemorragiae (47%) y Canicola (19%) (Rosadio et al.,

2003).

En una investigacion realizada en 208 vicuiias silvestres y en cautiverio, 574 alpacas y
43 llamas de las comunidades campesinas de Salinas y Aguada Blanca (Arequipa), se hallé
bajos titulos para los serovares Copenhageni (3.4%), Pomona (1.4%) y Autumnalis (1%) en
las vicufias mientras que, las alpacas y llamas mostraron titulos altos a los serovares

Pomona (19.4%) y Autunmalis (13.8%) (Ortega et al., 2009).

La prevalencia en la sierra central del Perd se evalu6 en los departamentos de
Huancavelica y Ayacucho, donde se sefialo que el 89.6% (n=711) de las alpacas
reaccionaron positivamente a cuatro serovares patdgenos; especialmente a los serovares
Icterohemorrhagiae (43.4%) y Pomona (37.8%). Asimismo, el 77.4% (n=151) de las
vicufias reaccionaron a los serovares Icterohaemorrhagiae (69.2%) y Pomona (8.2%)

(Rosadio et al., 2012)

2.5. Patogenia

La infeccién es resultado de la exposicion directa a orina y tejidos infectados de
reservorios o al contacto indirecto con agua, suelos y alimentos contaminados. Las
leptospiras ingresan al organismo a través de abrasiones en la piel, membranas mucosas

(ocular, nasal u oral) e incluso mediante piel intacta reblandecida por la prolongada
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inmersion en el agua (Ko et al., 2009; Adler y De la Pefia Moctezuma, 2010). La
transmision también puede ocurrir durante el apareamiento y de forma transplacentaria.

(Mesa, 2010; Ellis, 2015).

Las leptospiras migran en el organismo a través del sistema linfatico y circulatorio. Se
disemina a todo el organismo, principalmente al higado y rifion. También al corazon,
musculos esqueléticos e incluso el sistema nervioso central y el humor acuoso. El periodo

de incubacién es de aproximadamente 12 dias con un rango de 2-30 dias (Céspedes, 2005).

La primera etapa de la enfermedad clinica aguda es la fase septicémica. Se caracteriza
por la migracion de bacterias, enzimas o productos antigénicos de la lisis bacteriana
ocasionando el incremento de la permeabilidad vascular, la lesiéon endotelial y una eventual
hipoxemia derivada del dafio vascular (Silva et al., 2008). La gravedad clinica a menudo
parece estar fuera de proporcién con los hallazgos histopatolégicos, lo que sugiere la

presencia de productos toxicos liberados por la bacteria (Levett, 2001).

La segunda etapa es la fase inmune. La desaparicién de las leptospiras del torrente
sanguineo coincide con la aparicién de anticuerpos a niveles detectables en la sangre 10-14
dias después de la infeccion. Alcanzan niveles méximos a las 3-6 semanas. Un periodo de
bacteriemia secundaria (después de 15-26 dias) rara vez se ha reportado (Levett, 2001;

Ellis, 2015).

Transcurridos 14-28 dias desde el inicio de los signos clinicos, las bacterias se localizan
en los tubulos renales proximales donde se multiplican y se eliminan por la orina durante
semanas o meses (Acosta et al., 1994). La duracion e intensidad de la bacteriuria varia con

la especie de Leptospira, el animal afectado y el serovar infectante (INS, 2002).

Las leptospiras son resistentes a la actividad bactericida del suero y de los
polimorfonucleares. No obstante, son fagocitadas por macréfagos solo en presencia de
anticuerpos especificos y complemento lo que sugiere que la envoltura exterior de las

leptospiras posee un componente antifagocitico (Vinh et al., 1982). Por otro lado, la
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intensidad de la respuesta inmune también estd implicada en la patogénesis por la
formaciéon de inmunocomplejos, liberacion de citoquinas y la generacién de vasculitis
autoinmune. La producciéon de complejos inmunes puede conducir al compromiso
pulmonar, renal, hepético, la inflamacién del sistema nervioso central y el desarrollo de
meningitis (Céspedes, 2005). La mejoria clinica se correlaciona con la caida de los niveles

circulantes de complejos inmunes (Levett, 2001).

A nivel del tracto reproductivo, las leptospiras se pueden localizar en el ttero. La
infeccion transplacentaria se produciria durante un limitado periodo de leptospiremia
materna por disminucién de la inmunidad uterina (Ellis, 2015). El cambio hormonal
continuo en el tracto reproductivo de la hembra también favoreceria la multiplicacion de las

leptospiras (Mesa, 2010).

La leptospirosis produce vasculitis generalizada que conlleva al retraso del crecimiento
placentario y al compromiso multiorgdnico fetal (MSAL, 2014). La placenta puede
encontrarse edematosa, pero los cambios inflamatorios no son severos. La expulsion del
feto autolisado usualmente se produce luego de la muerte fetal (Mesa, 2010). Si la
competencia inmune se ha desarrollado, los anticuerpos se pueden encontrar en los fetos de
cerdos, ganado vacuno y caballos (Ellis, 2015). En los machos las leptospiras puede
permanecer en los testiculos y vesiculas seminales por periodos extendidos sin causar

efectos patolégicos (Mesa, 2010).

La patogenia de la uveitis recurrente equina parece implicar la produccién de
anticuerpos contra un antigeno de Leptospira que reaccionan de forma cruzada con los
tejidos oculares (Lucchesi y Parma, 1999). El dafio en la retina en caballos con uveitis esta

relacionado con la presencia de linfocitos B en la retina (Kalsow y Dwyer, 1998).

2.6. Manifestaciones clinicas
La presentacién clinica varia de acuerdo al tropismo del serovar infectante y las

condiciones inmunitarias del hospedero. La susceptibilidad a la infeccion es independiente
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de la edad mientras que la severidad es mayor en animales jovenes (MINSA, 2000). La
leptospirosis generalmente produce fiebre y decaimiento en la etapa inicial de la infeccion.
Manifestaciones clinicas como ictericia y hemoglobinuria en los animales jévenes;
meningitis y fallo hepético renal en los perros. Incluso la repentina agalactia en el ganado
bovino y ovino puede ser compatible con un cuadro de leptospirosis aguda. Por otro lado, la
leptospirosis cronica debe de considerarse en casos de insuficiencia renal crénica, hepatitis

crénica activa en perros y uveitis recurrente en equinos (Ellis, 2015).

Por lo general, los animales de abasto no presentan signos clinicos evidentes. Cursan
una infeccion de tipo crénica que puede producir infertilidad, nacimiento de crias débiles,
prematuros, momificacion fetal, mortinatos y principalmente abortos acompafiados de
fiebre, debilitamiento y anorexia (Ellis, 2015). La retencion placentaria también se puede

presentar hasta en el 20% de las vacas que abortan (Ellis et al., 1985a).

Un caso particular es el aborto inducido en el ganado bovino por los serogrupos
Grippothyphosa, Pomona y Hardjo. El aborto por el serogrupo Pomona se produce
relativamente después de la infeccion, hallandose titulos altos. Por el contrario, el aborto
inducido por el serogrupo Hardjo en el hospedero de mantenimiento (ganado vacuno) es
ocasionado por la respuesta inmune variable, hallindose tanto animales seronegativos como

con titulos altos (OIE, 2008).

2.6.1. Manifestaciones clinicas en camélidos

Actualmente la biologia de la infeccion por leptospiras y su papel en la presentacion de
abortos en los camélidos sudamericanos permanecen desconocidos. Existen reportes como
los abortos producidos en un hato de llamas que presentaron titulos elevados contra el
serogrupo Grippothyphosa en Norteamérica, cuadros de nefritis intersticial cronica en
alpacas de Nueva Zelanda y un brote de abortos en Oregén posiblemente causados por los
serogrupos Pomona y Grippotyphosa (Hodgin et al., 1984; Pugh et al., 1995; Lohr y
Schaefer, 2009).
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2.7. Diagnostico

La eleccién e interpretacion de las pruebas diagndsticas dependen de la historia clinica
del animal o rebafio, el inicio de la infeccién y el serovar infectante (OIE, 2008). Los
exdamenes directos se basan en la observacion de las leptospiras. Los métodos indirectos, en
la demostracién de anticuerpos aglutinantes de tipo IgM e IgG (Cerqueira y Picardeau,
2009). Las técnicas moleculares son rdpidas, sensibles, especificas y facilitar la

identificacion de la enfermedad en estadios tempranos. (Rosario et al., 2012)

2.7.1. Toma de muestra

La eleccion de la prueba diagndstica depende del intervalo entre el inicio de los signos
clinicos y la toma de muestra. En la fase septicémica, la cual dura los primeros 3-10 dias,
las leptospiras se localizan en la sangre y LCR y su concentracién disminuye hacia el dia
15. En algunos casos, las leptospiras no pueden ser identificadas en la sangre,
probablemente debido a una débil leptospiremia, una toma de muestra retrasada o la
administracion del antibidtico. A partir de los dias 8°-10° pos infeccidn, se inicia la fase
inmunoldgica, la cual se caracteriza por la presencia de anticuerpo especificos (figura 3)

(Picardeau, 2013).
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Figura 3. Fases y cinética de la leptospirosis (Céspedes, 2005)

2.7.2. Examen directo

2.7.2.1. Microscopia directa
La microscopia directa incluye la microscopia de campo oscuro, las tinciones
histolégicas e inmunohistoquimicas (Levett, 2001). Las muestras deben tomarse durante la
fase aguda y como méaximo 2 dias después de iniciada la antibioterapia (Musso y La Scola,

2013; Picardeau, 2013).

La microscopia de campo oscuro se fundamenta en el tamafio, forma y movimiento de
las leptospiras (Levett y Haake, 2009, Picardeau, 2013). Es utilizada como prueba auxiliar
por su baja sensibilidad y especificad. Las muestras clinicas de sangre, LCR, orina y tejidos
presentan bajas concentraciones de leptospiras y estdn sujetas a interpretaciones erroneas
por la presencia de artefactos como hilos de fibrinas y proteinas que muestran movimiento

browniano (Faine et al., 1999; Musso y La Scola, 2013). El umbral de concentracién que
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debe tener una muestra es de 10* leptospiras/ml para una célula por campo (Picardeau,

2013).

Los métodos de tincién aumentan la sensibilidad de la microscopia directa. No obstante,
dependen principalmente de la concentracién de microorganismos en las muestras.
Incluyen tinciones histopatolégicas como la tincion plata y la tincion Warthin-Starry, la
inmunofluorescencia de orina bovina, la inmunoperoxidasa de sangre y orina y la
inmunohistoquimica (Levett, 2001). La tincién plata fue la primera con la que se visualiz6
las leptospiras y estd sujeta a interpretaciones erréneas por la presencia de fibras nerviosas,
fragmentos de la membrana celular y filamentos de fibrina (Shieh et al., 2011). En general,
estas técnicas no se recomiendan para el diagndstico de portado cronico ya que la

concentracion de leptospiras es bajo o localizado (OIE, 2008).

2.7.2.2. Cultivo
El diagndstico definitivo se basa en el aislamiento bacteriano a partir de muestras
clinicas de sangre, LCR u orina. Sin embargo, el cultivo no se considera ttil como prueba
diagndstica de rutina debido al prolongado periodo de crecimiento de las leptospiras y su

bajo porcentaje de aislamiento (INS, 2002).

La toma de muestras de sangre y LCR se realiza antes de la administracién de
antibidticos en los primeros 10 dias de la enfermedad y la orina a partir de la 2°-4° semana
(Bal er al., 1994; Céspedes, 2005). La supervivencia de las leptospiras en la orina es
limitada por el pH 4cido por lo cual el cultivo se realiza dentro de las dos horas. El cultivo
también puede realizarse a partir de muestras postmortem de rifién, higado, cerebro y fetos

abortados (Ellis, 2015).

Las muestras se cultivan en el medio dcido oleico-albimina EMJH y en el agar
semisolido de Fletcher. Los cultivos se examinan semanalmente por microscopia de campo
oscuro hasta por 16 semanas antes de ser eliminados. No obstante, el tiempo de incubacién

varfa con el serotipo y el numero de leptospiras presentes en la muestra. Los cultivos
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contaminados pueden ser pasados por un filtro de 0.2- 0.45 um antes del subcultivo (Levett,

2001).

2.7.3. Diagnéstico molecular

2.7.3.1. Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa PCR es una prueba diagnéstica que tiene la
capacidad de amplificar de forma exponencial y especifica una secuencia determinada de
ADN. Se utiliza en los primeros 10 dias de la enfermedad a partir de muestras de sangre,
orina, LCR y tejidos ante o post morten (OMS, 2008). El umbral de deteccién es

generalmente de 10-100 leptospiras/ml de sangre u orina (Picardeau, 2013).

La desventaja de la prueba es la limitacién para identificar el serovar infectante,
necesario para el seguimiento epidemioldgico (Céspedes, 2005; Cerqueira y Picardeau,
2009). La prueba puede detectar genes universales presentes en la bacteria como gyrB, rrs
(16S rRNA genes), secY y genes restringidos a especies patdégenas de Leptospira spp.
como LipL32, Ifbl, LigA y ligB2 (Musso y La Scola, 2013; Haake y Levett, 2015). La
mejora de la sensibilidad se ha logrado mediante PCR en tiempo real cuantitativo (QPCR)
el cual combina la amplificacién y deteccion del producto amplificado con alta sensibilidad

y especificidad y bajo riesgo de contaminacion (Espy et al., 20006).

Un resultado negativo no descarta infeccion subclinica ni la diseminacion de leptospiras.
Una muestra de orina positiva no se correlacionaria con una enfermedad actual y perros
sanos con anticuerpos residuales postvacunales no deberian resultar positivos (Midence et

al.,2011).
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2.7.4. Examen indirecto

2.7.4.1. Prueba de Aglutinaciéon Microscopica (MAT)

La prueba de Microaglutinacion (MAT) es considerada la prueba de referencia
internacional para el diagndstico de Leptospirosis humana y animal por su alta sensibilidad
y especificidad (Adler y De la Pefia Moctezuma, 2010). EI MAT también denominado
prueba de Martin Pettit fue desarrollado en el Instituto Pasteur en 1918. Se basa en la
reaccion de aglutinacién entre los antigenos vivos de la especie Leptospira spp. y los
anticuerpos de las muestras de suero en la cual los titulos de aglutinacién se evaldan por

microscopia de campo oscuro (Levett, 2001).

El MAT es una prueba especifica del serogrupo, mas no del serovar. Requiere mantener
una colecciéon de antigenos vivos que deben incluir los serovares representativos de cada
serogrupo y los serovares endémicos. Un panel incompleto podria ser responsable de falsos
negativos (Faine, 1982; Musso y La Scola, 2013). Habitualmente se incluye al serovar
Patoc 1 de la especie no patdégena L biflexa, la cual tiene por particularidad la reaccién
cruzada con serovares de serogrupos patégenos (Picardeau, 2013). Por otro lado, la prueba
no puede ser estandarizada ya que utiliza antigenos vivos y factores como la edad y

densidad del cultivo podrian influenciar en el titulo de aglutinaciéon (OMS, 2008).

La prueba no discrimina entre una infeccidén anterior y otra reciente. Por lo tanto,
requiere comparar resultados de muestras pareadas. Si los signos clinicos estan presentes,
un intervalo de 3-5 dias entre las muestras es adecuado. Mientras que, si el inicio de los
signos clinicos no es claro, un intervalo de 10-14 dias es apropiado. (Céspedes, 2005;

Musso y La Scola, 2013).

La prueba permite identificar seropositivos a partir del dia 10°-12° ya que la
interpretacion de los resultados se dificulta por el alto grado de reaccién cruzada entre
serovares y serogrupos durante la fase aguda (Faine, 1982). En raras ocasiones, la
seroconversion se puede retrasar semanas después de la recuperacion. Los anticuerpos que

originan las reacciones cruzadas son los primeros en incrementarse y su concentracion
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disminuye rdpidamente. Mientras que los anticuerpos homdlogos aparecen tardiamente y
persisten por mds tiempo, permitiendo la identificacién presuntiva del serogrupo
responsable de la infeccion (OMS, 2008). También son comunes las reacciones
"paraddjicas", donde se observa titulos altos para un serogrupo distinto al infectante

(Levett, 2001)

Una muestra se considera seropositiva a un serogrupo si a una dilucién dada (> 1/100) al
menos 50% de las leptospiras se hallan aglutinadas en comparacién con el antigeno control
(Faine, 1982; Picardeau, 2013). La infeccién aguda es sugerida por un titulo elevado en
presencia de signos clinicos. Su confirmacién diagnéstica es sefialada en muestras pareadas
por el aumento de cuatro veces el titulo de anticuerpos para uno o més serovares o la
seroconversion (Céspedes, 2005; Haake y Levett, 2015). La magnitud del titulo despende
del riesgo de exposicion y la seroprevalencia. En dreas de bajo riesgo de exposicién, un
titulo bajo (>1/100) a uno o mds serogrupos en presencia de signos clinicos puede definir
un caso probable. Por el contrario, en zonas endémicas se espera un titulo elevado (>1/400),

principalmente a cepas locales (Céspedes, 2005; Cerqueira y Picardeau, 2009).

El MAT tiene limitaciones en el diagndstico de las infecciones crénicas sobre todo en
aquellas adaptadas a un hospedero. En estos casos, la concentracién de anticuerpos puede
descender por debajo del punto de corte, indicando un resultado negativo. Se manifiesta en
los casos portadores uro-genitales y de los abortos producidos por el serovar Hardjo en el
ganado bovino. (OMS, 2008). Ademads, se debe considerar que la vacunacién extendida

contribuye al incremento de seropositivos (OIE, 2008).

La prueba del MAT es la mas indicada en estudios de prevalencia. Se aplica a sueros de
cualquier especie animal y la gama de los antigenos utilizados se puede ampliar o disminuir
segtn lo requerido. El conocimiento del presunto serogrupo tiene valor epidemiolégico en
la determinacion de la exposicion potencial a los reservorios animales. (Levett y Haake,

2009).
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2.7.4.2. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas IgM
La prueba de Ensayo por Inmunoabsorcién ligado a enzimas IgM se basa en la reaccion
de aglutinacién entre antigenos género especificos de Leptospira spp. y anticuerpos. La
IgM se incrementa rdpidamente en la fase aguda y ha sido identificada incluso en la saliva y
el LCR (Musso y La Scola, 2013). La prueba es sensible 4-5 dias después de la aparicion de

los signos clinicos, antes de la presentacion de IgG (Picardeau, 2013).

La especificidad de la prueba es afectada por las exposicién previas, el antigeno
utilizado y la presencia de otras enfermedades (Bajani et al. 2003). En consecuencia, un
resultado seropositivo debe ser confirmado por MAT, PCR o cultivo (Picardeau, 2013). El
bajo nivel de concordancia entre PCR, MAT y ELISA IgM refleja las fases de la
enfermedad lo que sugiere que métodos moleculares y serologicos pueden ser utilizados en
diferentes periodos (Ooteman et al., 2006). Varios kits comerciales de ELISA IgM utilizan
como antigeno la cepa no patégena Leptospira biflexa Patoc la cual comparte varios
antigenos de superficie con las cepas patdgenas. Otros ELISA IgM contienen un extracto

celular de cepas endémicas o de proteinas recombinantes de leptospiras (Picardeau, 2013).

2.8. Inmunidad

2.8.1. Respuesta inmune

Basados en estudios sobre la susceptibilidad de ratones tratados con ciclofosfamida
(nocivo para las células B) a infecciones letales por leptospiras, Adler y Faine concluyeron
que la respuesta inmune contra las leptospiras es principalmente de tipo humoral y esta
dirigido contra el serovar infectante y los serovares homodlogos (Zuerner, 2015). La
especificad del serovar esta conferida por el LPS una biomolécula glicolipidica, altamente
antigénica capaz de inducir la produccién de anticuerpos aglutinantes (Masuzawa et al.,
1996). Sin embargo, investigaciones en el ganado han demostrado que altos titulos de
anticuerpos contra LPS no protegen de la infecciéon producida por el serovar Hardjo,

serovar mas comun asociado a leptospirosis cronica bovina Actualmente se acepta que la
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principal respuesta inmune en el ganado bovino es la mediada por células (Vinh e al.,

1994).

Los anticuerpos aglutinantes tipo IgM predominan en la fase temprana de la
leptospirosis aguda y disminuyen durante la segunda semana mientras se incrementa los
niveles de anticuerpos IgG. Este ultimo generalmente alcanza concentraciones maximas a
partir de la 3°-4° semana y se puede mantener durante meses o anos. Los animales
vacunados o con exposicion anterior pueden presentar altos titulos de IgG y bajos de igM.

Por el contrario, los titulos de anticuerpos especificos pueden disminuir hasta niveles no

medibles en los reservorio (OIE, 2008, OMS, 2008).

2.8.2. Vacunas

La respuesta inmune inducida por la vacunacion es tipo humoral en la mayoria de las
especies domésticas, exceptuando la inducida en el ganado bovino por el serovar Hardjo
(Naiman et al., 2001). Las vacunas de uso veterinario contra la leptospirosis son
suspensiones de una o mds cepas patégenas de leptospiras inactivadas. Generalmente
contienen células completas que se formulan para una especie especifica de una
determinada region geografica. El panel adecuado de cepas debe contener aquellos
serovares que causen problemas en la especie animal (OIE, 2008). La inmunizacién puede
prevenir la enfermedad causada s6lo por serovares homoélogos a los presentes en la vacuna

pero no siempre impide la evolucion al estado de portador cronico renal (OMS, 2008).

La duracién de la inmunidad postvacunal varfa por especie animal, persistiendo al
menos durante 6 meses. Los titulos mdximos se pueden mantener hasta por 6 semanas. Sin
embargo, la proteccion es de corta duracion, siendo necesaria la revacunacion a intervalos
regulares (Shieh et al., 2011). La reactividad cruzada paraddjica a serogrupos distintos de
los vacunales se puede producir, por lo que los titulos a serogrupos no vacunales no implica
exposicion natural a cepas de campo (Barr et al., 2005). La inmunizacién de los perros

domésticos, los cerdos y el ganado se encuentra mas difundida en paises desarrollados. En
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la mayoria de los paises en desarrollo, las vacunas con serovares locales relevantes no estan

disponibles (Faine et al., 1999).

2.8.2.1. Vacunacion en alpacas
Existen pocos estudios sobre la repuesta inmune de la alpaca frente a la vacuna
comercial (elaborada para bovinos) y la corta duracién de su proteccion Actualmente, la
vacunacion se recomienda s6lo en dreas endémicas y excluye a las hembras en gestacion

(Fowler, 1989).

Un estudio realizado en Nueva Zelanda (1991) en un grupo de 56 alpacas procedentes
de Chile exhibié notables variaciones en las respuestas vacunales. Las alpacas fueron
vacunadas con 2 ml de vacunas muertas de Leptospira interrogans serovares Cophenageni,
Pomona y Hardjo. La seropositividad al serovar Cophenageni alcanzé el 80% en la 10°
semana. El 54% de las alpacas respondieron al serovar Hardjo y menos de la mitad (47%)
al serovar Pomona (Hill y Wyeth, 1991). Asimismo en Norteamérica, 14 Illamas
inmunizadas con vacunas pentavalentes (serogrupos: Canicola, Grippothyposa, Hardjo,
Icterohaemorrhagiae y Pomona) para bovinos y porcinos exhibieron respuestas variadas y
de corta duracion. Las posibles explicaciones para la respuesta se dirigen al uso de vacunas
poco inmunogénicas, dosis inadecuada o la deficiente respuesta inmune contra la vacuna

administrada (Pugh, 1995).

2.9. Tratamiento

Durante la infeccion aguda, el tratamiento estd dirigido principalmente a la correccién
del desequilibrio electrolitico dcido base, la vigilancia de las funciones: renal, hepética y
circulatoria y la terapia de soporte La antibioterapia se inicia ante la sospecha de
leptospirosis e incluso antes de las pruebas diagndsticas (Levett y Haake, 2009) Los
antibidticos controlan la infeccién antes de que se produzca dafios irreversibles sobre todo
en el rifiién e higado (Garcia et al., 2013). No obstante, la eficacia puede disminuir después

del dia 10 de la enfermedad, al final de la leptospiremia (Shah, 2012).
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Las leptospiras son susceptibles a los betalactdmicos, tetraciclinas, macrdlidos,
fluoroquinolonas y estreptomicina. En las infecciones graves se administra penicilina,
mientras que, en los casos leves amoxicilina, ampicilina o doxiciclina oral (Miraglia et al.,
2013; Chierakul, 2014). Las alternativas para pacientes con hipersensibilidad son
amoxicilina oral o azitromicina. (Chierakul, 2014). La penicilina y la doxiciclina son
recomendadas para el tratamiento inicial de los humanos y perros con leptospirosis (Sykes,

2013).

En los animales de abasto, la eleccién de antibidticos varia de acuerdo a la seguridad en
la especie, el periodo de descanso, la disponibilidad en el pais, el costo y la via de
administracion (Cortese et al., 2007). Las tetraciclinas son utilizadas como suplemento
alimentario para controlar la leptospirosis clinica porcina, suprimiendo los signos clinicos
(Ellis, 2012). La combinacién de penicilina y estreptomicina en diluyente de semen es
eficaz para matar las leptospiras (Rodriguez et al. 2003). La cefalosporina de tercera
generacion ha demostrado ser util en el tratamiento de la uveitis recurrente equina (Dixon y

Coppack, 2002).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de estudio

La toma de muestras se realiz6 en un hato de alpacas de propiedad del IVITA
Marangani ubicado en la Raya, distrito de Marangani, provincia de Canchis en el
departamento de Cusco. El desarrollo de la prueba seroldgica y el andlisis de los resultados
se realizé en la Seccién Bacteriologia y Micologia del Laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de

San Marcos.

3.2. Tamaifio de muestra

El tamafio de muestra necesario para determinar si en la poblacién habia individuos
infectados se calculé mediante la féormula de deteccién de una infeccién/enfermedad. Se
considerd un nivel de confianza del 95%, una poblacion de 200 alpacas y una prevalencia

minima esperada del 1,5%, lo que proporcion una tamafio muestral de 126 alpacas.

n=(1-(1-NC) " . (N- =)
Donde:
n: Tamaifio de muestra requerido
N: tamafio de la poblaciéon
d: nimero de individuos enfermos esperados en la poblacién
NC: Nivel de confianza en tanto por uno (p.e. 0.95)
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3.2.1. Toma de Muestra

Se obtuvo 126 muestras de sangre de alpacas mayores a un afio de edad por muestreo
aleatorio simple sin reposicion en marzo del 2014. La sujecién del animal en pie se realizé
empujando con una mano la cabeza y cuello contra el pecho del operario mientras que con
la otra mano se sujeté el hombro de la alpaca ejerciendo presién. Las muestras fueron
extraidas por puncién de la vena yugular a nivel de las proyecciones ventrales de las

apofisis transversas de la sexta vértebra cervical (Fowler, 2010).

Las muestras fueron centrifugadas a 2500 rpm durante cinco minutos para obtener
sueros que se almacenaron en microviales estériles dentro de una caja termina con
empaques de gel refrigerante para su conservacion durante el traslado al laboratorio, lugar

donde fueron almacenados a -20 °C hasta su procesamiento.

3.3. Evaluacion seroldgica de las muestras

3.3.1. Eleccion de serovares para la Prueba de Microaglutinacion

Considerando las recomendaciones de la Guia para el diagndstico, vigilancia y control
de la OMS (2008) se selecciond 21 serovares de referencia internacional representativos de
21 serogrupos patégenos, entre ellos: Australis, Autumnalis, Ballum, Bataviae, Canicola,
Celledoni,  Cynopteri, Djasiman,  Grippotyphosa, = Hebdomadis, = Hurtsbridge,
Icterohaemorrhagiae, Louisiana, Manhao, Mini, Panama, Pomona, Pyrogenes, Ranarum,
Sejroe y Shermani (Apéndice A 2). Los serovares del Laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia, Seccion Bacteriologia y Micologia de la Facultad de Medicina Veterinaria

fueron procedentes de la Unidad de Espiroquetas del Instituto Pasteur de Francia.

3.3.2. Preparacion del antigeno
Los serovares se conservaron cultivados en el medio de mantenimiento semisélido
Fletcher en que el crecimiento bacteriano se evalud en relacion a la turbidez del halo de

crecimiento, también llamado anillo o disco Dinger que se forma varios milimetros debajo
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de la superficie. No obstante, la ausencia del halo no excluy6 el crecimiento de leptospiras

(Faine et al., 1999; OMS, 2008).

En la prueba de Microaglutinacién se utilizé serovares cultivados en el medio liquido
EMJH ya que las particulas del medio semisdlido Fletcher suelen interferir en la
interpretaciéon de la prueba. Para preparar los antigenos utilizados en la Prueba de
Microaglutinacién se extrajo 0.5 ml del medio Fletcher y se sembré en Sml del medio
EMIJH a 29 + 1°C por 4 a 8 dias (OIE, 2008). El crecimiento bacteriano en el medio EMJH,
algunas veces, puede notarse a simple vista por la turbidez o la apariencia granular del

fondo del tubo (OMS, 2008).

3.3.3. Evaluacion del antigeno

El cultivo 6ptimo alcanzé una concentracion aproximada de 108 leptospiras/ml y no
presenté aglutinaciones de leptospiras. La concentracion se evalué por microscopia,
observando un promedio de 150-200 leptospiras/campo. Aquellos cultivos densos se
diluyeron con buffer fosfato salino PBS (pH 7,2-7,4) o solucién salina fisiolégica 0,85%.
Los cultivos que alcanzaron concentraciones Optimas se mantuvieron a temperatura

ambiente para su uso en la Prueba de Microaglutinacién (INS, 2002).

3.3.4. Evaluacion serologica o tamizaje
El procedimiento inicial determina la presencia de anticuerpos contra algin serogrupo

patogeno de Leptospira spp. (INS, 2002).

e En una placa plastica para microtitulacién de 96 pocillos de fondo plano, se
depositd 245ul de solucién salina fisioldgica (NaCl 0.85%) o PBS en la primera
columna, luego se agregd Sul del suero problema y se homogenizé la solucién para
obtener una dilucién final de 1:50.

e Se extrajo 50ul de la solucién anterior y se deposité en forma horizontal en cada

una de las siguientes 4 columnas.
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e Se agreg6 50 ul de solucidén salina fisioldgica (NaCl 0.85%) a un pocillo para el
control del antigeno.

e A cada columna le correspondi6é un antigeno. Se agregd 50 ul de antigeno en cada
pocillo, incluyendo el “pocillo control”. La dilucién final del suero fue 1/100.

e Se colocé la microplaca sobre el shaker a una velocidad de 500 rpm durante cuatro
segundos para homogenizar adecuadamente.

e Se cubri6 la microplaca e incubd en una estufa a 28 °C durante dos horas.

¢ Finalmente se extrajo 2.8ul de cada uno de los pocillos, columna por columna, a un

portaobjetos.

4 Antigeno 4. Antigeno
50 ul (A) 50 i (B)

Microplaca
y X - é_ 1. NaCl o PBS e_ 2. Suero Problema
1 008 000080 2450 5l
2 )
’ =
Muestra I“:—r,"l
( ;I
7 %
t) A A\ A A )
AT
| 3.Solucién |
50 w
Pocillo Control

Figura 4. Diagrama del procesamiento del MAT

3.3.5. Evaluacion seroldgica cuantitativa o final
El procedimiento final determina la méxima dilucién seropositiva (INS, 2002).Se realiza de

la siguiente forma:
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Inicialmente cada fila de la placa de microtitulacioén fue rotulada con el cédigo de
una serovar; y cada columna, con la dilucién correspondiente que empieza en 1:50,
1:100; 1:200, 1:400, 1:800, hasta 1:1600.

Se deposit6é 245l de solucién salina fisioldgica (NaCl 0.85%) o PBS en la primera
columna, luego se agregé Sul del suero problema y se homogenizé la solucién para
obtener una dilucion final de 1:50.

A partir de la segunda columna, se deposité S0ul de solucién salina fisioldgica
(NaCl 0.85%) en forma horizontal hasta la sexta columna y se incluy6 un pocillo
control.

Usando una micropipeta multicanal, se mezcl6 el suero diluido con la segunda
columna y luego extrajo 50 pl para verterlo en la tercera columna y asi
sucesivamente, se continud con todas las diluciones hasta la sexta columna. Se
descart6 los ultimos 50 pl.

A cada columna le corresponde un antigeno. Se agregé 50 ul de antigeno en los
correspondientes pocillos, incluyendo el “pocillo control”. La dilucién final del
suero fue de 1/100,1/200, 1/400, 1/800 y 1/1600, respectivamente.

Se colocd la microplaca sobre el shaker a una velocidad 500 rpm durante cuatro
segundos para homogenizar adecuadamente.

Se cubrié la microplaca e incubd en una estufa a 28 °C durante dos horas.
Finalmente se extrajo 2.8ul de cada uno de los pocillos, colum>na por columna, a

un portaobjetos.

3.3.6. Lectura del MAT

La reaccion de aglutinacion se visualizé por la formacion de grumos mas menos densos

en los que se observé movimientos de los extremos libres de las leptospiras. El punto de

corte o titulo final utilizado fue el definido por el Subcomité de Taxonomia en Leptospira

(1984) como la diluciéon de suero (> 1/100) que muestre 50% de aglutinacion y deje 50% de

leptospiras libres en relacion al antigeno control. El control es el cultivo diluido en tamp6n

fosfato salino en proporcion de 1:2, respectivamente (OIE, 2008; OMS, 2008).
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Una muestra se considerd negativa si en una dilucién igual y/o mayor a 1:100 no se
observa aglutinaciones o si la proporcion de leptospiras libres estd comprendida entre 50-
100% (OMS, 2008). Por el contrario, una muestra con 25-50% de aglutinaciones se

consideré como sospechosa y apta a reevaluacién (INS, 2002).

Las muestras seropositivas a dos o mas serogrupos con titulos semejantes se consideran

coaglutinaciones (OMS, 2008).

3.4. Analisis estadistico

Los resultados seropositivos por serogrupos fueron expresados en frecuencias con sus
respectivos intervalos de confianza. El célculo de los intervalos de confianza al 95% se
realiz6 utilizando la simulacién en el programa R. En la simulacién, se utilizé valores al
azar de distribucion Beta, empleando para ello las frecuencias observadas por serogrupo. La
simulaciéon obtuvo numeros al azar por 30 000 veces. Los valores de los intervalos de
confianza del 95% correspondieron a los valores que representaban el 0.025 y 0.975 de los

resultados finales.
Las diferencias entre serogrupos se obtuvieron comparando los intervalos de confianza

de cada serogrupo. Se consider6 que las frecuencias correspondian a serogrupos diferentes,

si, entre dos serogrupos, los intervalos de confianza no se interceptaban en ningtin punto.
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IV. RESULTADOS

4.1. Seropositividad de las muestras
El 42.85% (54/126) de las alpacas fueron seropositivas a uno o mds serovares patdgenos

de Leptospira spp. en la Prueba de Microaglutinacion.

4.2. Seropositividad a serogrupos patégenos

Las muestras de sueros fueron seropositivas a 9 serogrupos patdgenos:
Icterohaemorrhagiae 12.69% (16/126), Pomona 11.11% (14/126), Panama 11.11%
(14/126), Hurtsbridge 9.52% (12/126), Ranarum 5.55% (7/126), Ballum 1.58% (2/126),
Cypnopteri 1.58% (2/126), Djasiman 0.79% (1/126) y Hebdomadis 0.79% (1/126).

No se observé serorreaccion contra los otros 12 serogrupos patdégenos utilizados en la
Prueba de Microaglutinacién (Australis, Autumnalis, Bataviae, Canicola, Celledoni,
Grippotyphosa, Louisiana, Manhao, Mini, Pyrogenes, Sejroe y Shermani). La frecuencia de
estos 12 serogrupos patogenos de Leptospira spp se hallé por debajo de la prevalencia

minima esperada del 1.5%.
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Cuadro 1. Frecuencia de serogrupos patogenos de Leptospira spp. en alpacas (n=126)

Serogrupos Positivo  Frecuencia% IC 9.95) %
Icterohaemorrhagiae 16 12.69 7.97 - 19.62
Pomona 14 11.11 6.77 - 17.81
Panama 14 11.11 6.77 - 17.81
Hurtsbridge 12 9.52 4.21-12.23
Ranarum 7 5.55 2.76 - 11.03
Ballum 2 1.58 0.48 - 5.54
Cynopteri 2 1.58 0.48 -5.54
Djasiman 1 0.79 0.19-4.30
Hebdomadis 1 0.79 0.19 - 4.30

4.3. Titulos de aglutinacion a serogrupos patéogenos
Se determind el titulo de aglutinaciéon de cada muestra seropositiva a un serogrupo
patégeno de Leptospira spp., los titulos bajos fueron los de mayor frecuencia, mientras que

un reducido nimero de muestras presentaron titulos altos.

Cuadro 2. Titulos de anticuerpos contra serogrupos patégenos de Leptospira spp. de las alpacas
seropositivas (n=54)

Titulos
Serogrupos 1/100  1/200 1/400 1/800  1/1600
Ballum 2 - - - -
Cynopteri 2 - - - -
Djasiman 1 - - - -
Hebdomadis 1 - - - -
Hurtsbridge 1 5 1 3 2
Icterohaemorrhagiae 12 4 - - -
Panama 2 9 3 - -
Pomona 1 10 2 - 1
Ranarum 3 3 1 - -
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4.4. Coaglutinaciones

Se hallé 3 muestras seropositivas 2.38% (3/126) que presentaron coaglutinaciones a

serogrupos patégenos en la prueba de Microaglutinacion.

Cuadro 3. Serogrupos y titulo de anticuerpos coaglutinantes

Titulos
Serogrupos 1/100  1/200 1/400 1/800 1/1600
Panama-Pomona-Hurtsbridge - 1 - - -
Pomona-Hurtsbridge - 1 - - -
Icterohaemorrhagiae-Panama - 1 - - -
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V. DISCUSION

En el presente estudio se evalud la seropositividad a los serovares de referencia de 21
serogrupos patogenos de Leptospira spp. en muestras sanguineas de alpacas mediante
prueba de Microaglutinacion (MAT). Se obtuvo un porcentaje de seropositividad de
42.85% (34.51-51.70%) a uno o mas serovares patdogenos. La frecuencia obtenida presentd
diferencia estadisticamente significativa al 6.5% (5.05-8.47%) registrado por Herrera et al.,
(2002) en el departamento de Puno y al 89.6%, (87.33-91.58%) de Rosadio et al., (2012) en
las comunidades de Ayacucho y Huancavelica. Por el contrario, no se observo diferencia a
la frecuencia del 44.8% (39.61-50.04%) reportada por Santos et al., (2009) en el INIA de
Quimsachata-Puno (Apéndice A 3).

El andlisis de los intervalos de confianza indicé diferencia estadistica significativa al
comparar las frecuencias del serogrupo Icterohaemorrhagiae, Pomona y Panana y los
serogrupos Ballum, Cynopteri, Hebdomadis y Djasiman. Los mayores frecuencias de
seropositivos corresponden a los serogrupos Pomona 11.11% (6.77-17.81%) e
Icterohaemorrhagiae 12.69% (7.97-19.62%) con titulos méaximos de 1/600 y 1/1200,
respectivamente. Las frecuencias de los serogrupos Pomona e Icterohaemorrhagiae
presentaron diferencia estadistica significativa a las reportadas hace més de una década por
Rosario et al (2012) en los departamentos de Huancavelica y Ayacucho (Pomona 37.8%
34.49-41.25% e Icterohaemorrhagiae 43.4% 39.90-46.81%) y a las registradas por Herrera
et al., (2000): Pomona 5.18% /3.85-6.94%) e Icterohaemorrhagiae 0.25% (0.07-0.88%).
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Cabe resaltar que los serogrupos Pomona e Icterohaemorrhagiae han sido los serogrupos de
mayor frecuencia en los estudios de prevalencia realizados en las alpacas y otras especies

de camélidos sudamericanos (Rosario et al., 2003; Santos et al., 2009; Rosario et al., 2012).

La mayor parte de los titulos fueron bajos y estuvieron comprendidos entre 1/100 y
1/200. El bajo porcentaje de titulos altos en las alpacas evaluadas indicarian una infeccién
reciente o una enfermedad aguda si se presentasen signos clinicos. Titulos bajos podrian
estar asociados a exposiciones anteriores o al historial de una infeccién teniendo en cuenta
en el andlisis de los resultados que las alpacas son animales de produccién que no cuentan
con un calendario de vacunacion contra la leptospirosis. Considerando que generalmente un
hospedero de mantenimiento puede ser seronegativo a la Prueba de Microaglutinacion
como es el caso del ganado bovino infectado por el serovar Hardjo, un resultado negativo o
un titulo por debajo del punto de corte establecido (1/100) en la prueba de
Microaglutinacién, no excluiria una infeccién crénica en las alpacas, ni el diagndstico de
aborto o la posibilidad de ser identificado como un hospedero de mantenimiento (Radostis,

2002; OIE, 2008).

Pese a que las condiciones medioambientales de las zonas altoandinas son adversas para
la supervivencia de las leptospiras, la infeccién de las alpacas por el serogrupo Pomona
estaria asociada al pastoreo mixto de diferentes especies domésticas bovina, ovina y
camélidos sudamericanos para aprovecha los pastos naturales y cultivados (Herrera et al.,
2000 y Rosadio et al., 2003). El serogrupo Pomona tiene como hospedero de
mantenimiento a los cerdos. Se caracteriza por producir infecciones esporddicas en el
ganado bovino y equino ocasionando fallas reproductivas, infertilidad, abortos, mortalidad
perinatal, nacimiento de crias débiles y disminucion de la produccion lactea (Grooms y
Bolin, 2005; Ellis, 2015). En los camélidos, las leptospiras han sido consideradas como
causa de abortos a pesar de que existen pocos reportes relevantes sobre el rol de estos
organismos en la presentacion de abortos en estas especies (Pearson et al, 2014). Entre los
principales agentes abortivos infecciosos se describen el virus de la Diarrea viral bovina

(BVDV-1b), bacterias como Lesptospira spp., Brucella mellitensis, Listeria
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monocytogenes, Campylobacter fetus y los protozoarios: Toxoplasma gondii y Neospora

caninum. (Pearson et al., 2014).

En los camélidos sudamericanos, el serogrupo Icterohaemorrhagiae no ha sido
vinculado a algtin cuadro clinico especifico. En los humanos y perros ocasiona graves
cuadros clinicos ictero-hemorragicos, insuficiencia hepdtica-renal e incluso la muerte
(Céspedes, 2005). Entre los afios 1994-2004, Céspedes et al. (2006) reportaron la presencia
del serogrupo Icterohaemorrhagiae en 15 departamentos del Perd, incluyendo los
departamentos de Cusco y Huancavelica, donde han sido reportados camélidos
sudamericanos seropositivos al serogrupo Icterohaemorrhagiae por la prueba de
Microaglutinacién. La diseminacion de este serogrupo en la mayor parte del territorio
nacional es multifactorial y estaria favorecida ademds por el nicho ecoldgico y la
bacteriuria continia de su principal reservorio: los roedores domésticos y sinantrépicos

(Liceras de Hidalgo et al., 1989; Herrera et al., 2000)

El presente estudio sefiala que existen anticuerpos contra los serogrupos patdgenos:
Ballum, Djasiman, Hurtbridge, Panama y Ranarum en las alpacas del IVITA Marangant;
Estos serogrupos no habian sido reportados en alpacas, posiblemente debido al panel
incompleto de serogrupos patégenos (25 serogrupos establecidos) evaluados en los
anteriores estudios, lo cual disminuy6 la sensibilidad del MAT. Los serogrupos Ballum y
Djasiman han sido identificados en casos humanos de 13 departamentos del Peru, mientras
que el serogrupo Panama solo en los departamentos de Ayacucho y Loreto (Céspedes et al.,
2006). Desde el punto de vista de la salud publica, la seropositividad a los distintos
serogrupos patdgenos sugiere que estos serovares estarian circulando en la zona en estudio
y que la alpaca podria actuar como un hospedero con capacidad de diseminar las leptospiras
a través de la orina, convirtiéndose en un potencial riesgo zoondtico para los pobladores de

la region.

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica. Afecta el desarrollo de los sistemas de
produccién de animales, ocasionando principalmente abortos y disminucién de la

produccioén lactea (Garcia et al, 2013). En las zonas altoandinas donde viven alrededor de
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3.6 millones de alpacas, su produccién y crianza constituye una de las actividad
econdmicas mds difundida de la cual dependen alrededor de 150 000 familias en su
mayoria comunidades campesinas (INEI, 2012). El comercio de la fibra y carne de alpaca

representarfan el 70-80% del ingreso familiar anual (Ramirez, 1991; FAO, 2008).
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VI. CONCLUSIONES

- Las alpacas del IVITA Marangani fueron seropositivas contra nueve Serogrupos
patégenos: Icterohaemorrhagiae, Pomona, Hurtsbridge, Panama, Ranarum, Ballum,

Cypnopteri, Djasiman y Hebdomadis.
- Las alpacas del IVITA Marangani fueron seropositivas contra los serogrupos

patégenos Ballum, Djasiman, Hurtbridge, Panama y Ranarum, serogrupos que no

habian sido reportados en alpacas anteriormente.
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VIIL. APENDICE
CUADRO A 1. Especies del genero Leptospira descritas actualmente.

Especies Serogrupos Serovar Cepa
Patogenas

L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni  Fiocruz LI-130

L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V

L. noguchii Panama Panama CZ214K

L. borgpetersenii  Sejroe Sejroe Mg4

L. weilii Celledoni Celledoni Celledoni

L. santarosai Tarassovi Atlantae LT81

L. alexanderi Manhao Manhao 3L 60

L. alstonii ND Sichuan 79,601

L. kmetyi ND ND Bejo-Iso 9

Intermedias

L. wolffii ND ND Korat-H2

L. licerasiae ND Varillal VARO10

L. inadai Tarassovi Kaup LT64-68

L. fainei Hurstbridge Hurstbridge BUT6

L. broomii ND ND 5399
Saproéfitas

L. wolbachii Codice Codice CDC

L. meyeri Semaranga Semaranga Veldrat

L. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1

L. vanthielii Holland Holland WaZ Holland

L. terpstrae ND ND LT 11-33

L. yanagawae Semaranga Saopaulo Sao Paulo

ND: No determinado



CUADRO A 2. Serovares de Leptospira spp, utilizados en la prueba de Microaglutinacién

(MAT)

N° Especie Serogrupo Serovar Cepa

1 L. interrogans Australis Bratislava Jez-Bratislava
2 L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A
3 L. borgpetersenii  Ballum Castellonis Castellon 3
4 L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienen
5 L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht IV
6 L. weilii Celledoni ND 2011/01963
7 L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522 C

8 L. interrogans Djasiman Djasiman Djasiman

9 L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V
10 L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
11 L. fainei Hurtsbridge Hurtsbridge BUT6

12 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae Verdun

13 L. noguchii Louisiana Louisiana LUC1945

14 L. interrogans Manhao Lincang L14

15 L. santarosai Mini Georgia LT117

16 L. noguchii Panama Panama CZ214K
17 L. interrogans Pomona Pomona Pomona

18 L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Salinem

19 L. meyeri Ranarum Ranarum ICF

20 L. interrogans Sejroe Hardjobovis Sponselee
21 L. santarosai Shermani Shermani 1342 K
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CUADRO A 3. Antecedentes de seroprevalencia de Leptospira spp. en alpacas del Perd

Herrera et al., Santos et al., 2009 Rosadio et al.,
Estudio 2000 2012
Lugar Altiplano-Puno Quimsachata-Puno Ayacucho y
Arequipa
Tamafio muestral 810 344 793
Frecuencia % 6.5 (5.05-8.47) 44.8 (39.61-50.04)  89.6 (87.33-91.58)
Pomona % 5.18 (3.85-6.94) 43.6 (38.48-48.86)  37.8 (34.49-41.25)

Icterohaemorrhagiae 0.25 (0.07-0.88) 9.9 (7.18-13.54) 43.4 (39.90-46.81)




