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1. Titulo

“DETECCION DE Leptospira spp. EN CUYES DE LA
PARROQUIA CHANTACO DEL CANTON LOJA”



2. Resumen
La leptospirosis es una enfermedad zoondtica bastante compleja provocada por una
bacteria perteneciente al género Leptospira. Su diagnostico generalmente se realiza por
métodos bacterioldgicos y seroldgicos. Sin embargo, la aplicacion de técnicas
moleculares como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha permitido el
diagnostico de forma muy especifica y eficaz. El presente trabajo tiene como proposito el
resaltar laimportancia de realizar un monitoreo sobre la presencia de Leptospira patdgena
en cuyes debido al impacto en la salud animal y a la cercania que tienen estos animales
con el ser humano. Con esta investigacion se podra contribuir con informacion
epidemioldgica adicional sobre la leptospirosis y sugerir medidas preventivas adecuadas,
que reduzcan el riesgo de transmisidn en animales y hacia las personas vinculadas con su
manejo. Se recogieron 82 muestras de orina de cuyes procedentes de la parroguia
Chantaco (cantén Loja) para diagndstico directo de leptospirosis mediante PCR
convencional para deteccion del gen hap 1. En el presente estudio se pudo detectar la
presencia de Leptospira spp. en 1,21% de los animales muestreados. Se detecto a un
individuo eliminador de Leptospira patdégena, confirmando que estos animales son
capaces de eliminar esta bacteria a través de la orina, convirtiéndose en un riesgo

potencial de contagio a otras especies cercanas.

Palabras Clave: Cavia porcellus, Leptospira, leptospirosis, zoonosis, PCR.



2.1. Abstract

Leptospirosis is a very complex zoonotic disease caused by a bacterium belonging to the
genus Leptospira. Its diagnosis is generally done through bacteriological and serological
methods. However, the application of molecular techniques such as Polymerase Chain
Reaction (PCR) has enabled a very specific and efficient diagnosis. The purpose of this
study aims to highlight the importance of monitoring the presence of pathogenic
Leptospira in guinea pigs, due to animal health impacts and the proximity of these animals
to humans. With this research it will be able to contribute additional epidemiological
information on leptospirosis and suggest appropriate preventive measures, that decrease
the risk of transmission in animals towards people associated with its management.
Eighty-two urine samples were collected from guinea pigs from Chantaco parish (Loja
province) through conventional PCR for a direct diagnosis of leptospirosis using the hap
1 gene. In the present research it has detected the presence of Leptospira spp. in 1.21%
of sampled animals. it was detected one individual eliminating pathogenic Leptospira,
confirming that these animals are capable of eliminating this bacterium through their

urine, making it a potential risk of contagion to other nearby species.

Keywords: Cavia porcellus, Leptospira, leptospirosis, zoonosis, PCR.



3. Introduccién

El cuy (Cavia porcellus) como cualquier otra especie animal, es vulnerable a
contraer enfermedades bacterianas, virales, parasitarias y/o metabdlicas, que afectan
negativamente la produccion ocasionando serias pérdidas econémicas (Morales, 2017).
De estas, las enfermedades bacterianas son las que se manifiestan rapidamente y producen
altos indices de morbilidad y mortalidad. Dentro de estas, la leptospirosis es una
enfermedad compleja, cuyo agente etioldégico es una espiroqueta delgada y movil
enrollada en un apretado espiral y con un gancho en cada extremo, perteneciente al género

Leptospira (Brightman, 2018).

La crianza de cuyes es una de las actividades méas representativas de la zona
estudiada y ocupa un punto importante sobre la economia rural de la region. Los sistemas
de crianza, en su mayoria de tipo familiar, involucran factores de riesgo (ausencia de un
adecuado control sanitario, desconocimiento de las medidas y practicas de bioseguridad,
etc.) que pueden generar una mayor exposicion y susceptibilidad frente a este tipo de
enfermedades para esta especie, considerando ademas que el cobayo sirve de reservorio
de Leptospira spp. (Morales, 2017).

La leptospirosis es una enfermedad zoonética, de importancia y distribucion
mundial, presente en paises desarrollados y en desarrollo. Es considerada de riesgo
ocupacional, ya que muchos casos ocurren en personas que trabajan con animales o en

contacto directo con el medio ambiente contaminado (Gutiérrez & Morales, 2020).

Los roedores son la principal fuente de infeccion porgue al ser un hospedador de
mantenimiento no presentan signos clinicos, pero eliminan un alto nivel de bacterias en
la orina, contaminando el agua y el suelo, por lo que tienen un rol importante dentro de

la cadena epidemioldgica de la enfermedad (Rodriguez et al., 2014; Mori et al., 2017).

El diagndstico de la leptospirosis es complejo y generalmente se realiza por
métodos bacteriologicos y serologicos. En las ltimas décadas la aplicacion de técnicas
moleculares como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) ha permitido el
diagndstico de leptospirosis (Martin et al., 2015), al ser una técnica mas sensible,
especifica y capaz de detectar la presencia de ADN leptospiral durante la fase aguda de
la infeccion (Mohd Ali et al., 2018).



Como antecedentes a esta investigacion; en el afio 2021 en Colombia, se realizo
un estudio sobre la evidencia molecular de Leptospira interrogans sensu stricto en Cavia
porcellus (cuyes), en el que se tomaron 270 muestras de tejido renal en cuyes sacrificados
y las cuales fueron analizadas mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
convencional y coloracion diferencial de Warthin Starry (W-S). En la evaluacion de 270
muestras, 4 (1,5%) fueron positivas para PCR y una de las muestras demostro la presencia

de Leptospira spp. bajo tincion W-S (Benavides et al., 2021).

Otro estudio realizado en 2020 para la determinacion de anticuerpos contra
serovares de Leptospira spp. en cuyes de Cajamarca — Per(; se colectaron muestras de
sangre de 242 cuyes, aparentemente sanos; los sueros fueron procesados mediante la
prueba de microaglutinacion (MAT), considerando titulos de >1/100 como seropositivos.
Se utilizaron cepas de referencia de los serovares Bratislava, Canicola, Hardjo,
Icterohaemorrhagiae y Pomona. Se encontraron seroprevalencias de 40.50% (98/242).
Los serovares reactivos fueron Icterohaemorrhagiae (19.01%, 46/242), Canicola
(16.53%, 40/242) y Pomona (8.68%, 21/144) (Gutiérrez & Morales, 2020).

Asi que, la presente investigacion resulta importante por el impacto que general
la enfermedad en la salud animal y debido a la cercania que tienen estos animales con el
ser humano, que podria representar un factor que favorece la transmision. Asi mismo,
contribuye con informacion valiosa para instaurar medidas preventivas y promover la
realizacion de programas sanitarios y de bioseguridad, con el fin de mejorar los sistemas
de produccion y la salud de esta especie. Es asi que, en el presente trabajo investigativo

se plantearon los siguientes objetivos:

a) ldentificar el gen hap 1 de Leptospira spp. en muestras de orina de cobayos de

la parroquia Chantaco del cantén Loja.

b) Identificar los serovares y los titulos seroldgicos de los cobayos que eliminan

Leptospira spp., mediante orina.



4. Marco Tedrico

4.1. Leptospirosis
La leptospirosis es una enfermedad transmisible que afecta tanto a los animales
como al ser humano, causada por una infeccidn por cualquiera de los agentes patégenos

del género Leptospira spp. (OIE, 2021).

Afecta a mas de 160 especies de animales salvajes y domésticos, los que
constituyen un reservorio y fuente de infeccion para el ser humano. Las especies mas
afectadas son los roedores salvajes y animales domésticos, especialmente perros,

ganado bovino, porcino, ovino y equino (Carranza et al., 2020).

La leptospirosis es mas prevalente en paises tropicales y subtropicales,
presumiblemente porque la supervivencia de la bacteria fuera del huésped requiere

condiciones himedas y célidas que son tipicas de las &reas tropicas (Guernier et al., 2016).

4.2. Etiologia

El término Leptospira proviene del griego leptos: delgado y del latin spira: espiral,
es un género de bacterias del orden de los espiroquetales (Lemus et al., 2017).
Pertenecientes al filo Spirochaetes, familia Leptospiraceae. Se clasifican en tres grandes
grupos: patogenas, intermedias y no patogenas o saprofitas, siendo la primera el agente

etiologico de la enfermedad (Espinoza, 2014).

Los “saprofitos” son especies ambientales que se eliminan rapidamente en los
animales y no son patdgenos para humanos y otros animales. Los “intermedios” se han
descrito tanto en humanos como en animales, pero generalmente muestran una virulencia
mas baja y solo causa una leve enfermedad. Las especies potencialmente mortales como
Leptospira interrogans, que es la especie patdgena dominante en todo el mundo, se
clasifica dentro del grupo de "patégenos” y puede infectar a todos los mamiferos
(Thibeaux et al., 2018).

La leptospirosis es una enfermedad causada por bacterias del género Leptospira.
Estas bacterias son Gram negativas, aerobias estrictas, de forma helicoidal, flageladas y
moviles. Serolégicamente, hay mas de 300 serovares leptospirales distintos reconocidos

y estos estan organizados en 30 serogrupos (OIE, 2021).



Actualmente, el género Leptospira esta dividido en 22 especies y se conoce que

diez especies son patdgenas, reportandose en mas de 160 especies de mamiferos en todo
el mundo (Ballados-Gonzalez et al., 2018).
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Figura 1. Clasificacion de Leptospira de acuerdo a las especies del género.

Fuente: Picardeau (2017), Virulence of the zoonotic agent of leptospirosis.

Tedricamente, cualquier Leptospira puede infectar a cualquier especie animal,
pero solo una pequefia cantidad de serotipos seran endémicos en cualquier zona o pais.
Ademas, la leptospirosis es una enfermedad con nidalidad natural, y cada serotipo tiende

a mantenerse en hospedadores de mantenimiento especificos (OIE, 2021).

4.3. Caracteristicas Microbioldgicas

Segun Brightman (2018), las leptospiras son organismos delgados y méviles de

cinco a siete micras de largo. Su cuerpo tiene la forma de un apretado espiral enrollado,
con un "gancho" en cada extremo (Figura 2).



Figura 2. Una micrografia electronica de barrido mejorada en color de la bacteria
Leptospira.
Fuente: Brightman (2018), Science Source/Science Photo Library.

La Leptospira tiene una estructura de doble membrana: la membrana
citoplasmatica y la pared celular de peptidoglicano, ambas asociadas y recubiertas por
una membrana externa. La membrana externa contiene lipopolisacéridos (LPS) altamente
inmunogénicos (Figura 3), responsables de la especificidad de serovares al igual que

varias lipoproteinas (LipL32, LipL41) y porinas (OmpL1, Omp85) (Garcia et al., 2013).
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Figura 3. Arquitectura de la membrana de Leptosplra spp. LPS:
liposacaridos, Proteinas: OmpL, LipL41, Lip32, LipL36, LipL31, ImpL63,
proteinas de unién penicilina (PBPs), Proteinas de shock térmico y GroEL.
Fuente: Céspedes (2005), Leptospirosis : Enfermedad Zoonbtica




Las leptospiras son moviles, presentan movimiento rotatorio y de flexion
(Kenneth & C, 2017), su gran movilidad esta dada por un axostilo, formado por dos
filamentos axiales que se encuentran en un disco final del cuerpo citoplasmatico, cuyo
extremo libre esta unido a la regién media de la bacteria (Céspedes, 2005). Los flagelos
de las espiroquetas actian como citoesqueleto para determinar la helicidad del cuerpo
celular, y también participan girando el cuerpo celular para la propulsion (Figura 4), éstas
nadan rodando u ondulando su cuerpo celular impulsado por la rotacion de los flagelos

periplasmicos (FP) debajo de la membrana externa (Nakamura, 2020).

_» Flagellar motor
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Cross-saction view

Figura 4. Estructura celular de espiroguetas. Esquemas de las vistas en seccion transversal,
longitudinal y ampliada de la estructura celular y el motor flagelar compartido por las especies
de espiroquetas. Se muestra membrana externa (OM), flagelo periplasmico (PF), capa de
peptidoglucano (PG), membrana interna (IM), citoplasma (CP), y el cilindro protoplasmatico
(PC).

Fuente: Tomado y adaptado de Nakamura (2020).

Las leptospiras son organismos aerdbicos y de crecimiento lento y tienen la
capacidad de alargarse de forma lateral mediante la sintesis de péptidoglicano para el
crecimiento colectivo (Sanchez et al., 2022). Crecen a una temperatura 6ptima entre 28-
30°C y en un medio con pH que oscila entre 7.2 y 7.6 (Valverde et al., 2021). Las
leptospiras pueden sobrevivir en ambientes hiumedos condiciones ambientales
proporcionadas que el pH es casi neutro. Estas mueren rapidamente por agua salada y un
pH &cido (Brightman, 2018).

Las leptospiras se pueden ver bajo el microscopio utilizando iluminacion de fondo
oscuro (Brightman, 2018) (figura 5), se pueden tefiir con técnicas de inmunodeteccién e
impregnacién argéntica y se colorean débilmente con colorantes de anilina (figuras 6).
No se visualizan con microscopio de campo brillante y tinciones habituales (Garcia et al.,
2013).
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Figura 5. Leptospiras bajo el microscopio de fondo oscuro.

Fuente: INTA, (2014)

Figura 6. Impregnacion argéntica de Leptospira spp. mediante la técnica
de Warthin-Starry.
Fuente: Garcia et al., (2013).

Estas bacterias mueren a los 10 segundos cuando son calentadas a 100°C y a los
10 minutos a una temperatura de 56°C. En el frio puede sobrevivir hasta 100 dias a —20°C
(Garcia et al., 2013).
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4.4. Transmision

Podria decirse que la leptospirosis es una enfermedad infecciosa de casi todas las
especies de mamiferos, especialmente en un gran numero de especies de roedores, asi
como la importancia de los animales domésticos como una fuente de infeccion para el ser
humano (Adler & De la Pefia, 2015). Las leptospiras patogenas se mantienen en los
tubulos renales de animales portadores asintomaticos (roedores, canidos, ganado), y se
excretan a través de la orina, contaminando el ambiente, donde pueden sobrevivir durante
meses (Thibeaux et al., 2018). Esta bacteria permanece viva e infectiva diferentes medios
como suelo humedo, rios, lagos, aguas estancadas, pantanos y lodo. Se han encontrado

en leche, carnes frias y algunas visceras (Valverde et al., 2021).

La transmision de la enfermedad se ve influenciada en regiones de climas
himedos tropicales y subtropicales y se da cuando se produce el contacto directo de las
mucosas o lesiones de piel con orina, sangre, agua o tierras contaminadas con Leptospira

spp. (Serrano et al., 2020).

Los humanos generalmente se infectan a través de la exposicion indirecta con agua
o suelo contaminado con orina, pero también se ha sugerido la transmision directa por
algunas especies (Guernier et al., 2016). La infeccién puede ocurrir de manera accidental
en el trabajo, en salidas recreativas o por desastres naturales donde las aguas estancadas

y contaminadas son un foco altamente contagioso (Valverde et al., 2021).

Si bien es cierto, los roedores excretan mayor carga bacteriana en la orina (hasta
107 leptospiras/ml durante mas de 9 meses) (Nally et al., 2005), el volumen que pueden
excretar es considerablemente menor al de los otros reservorios domeésticos no roedores.
Algunos estudios sugieren una participacion de perros, cerdos y vacas en el ciclo de
transmision y mantenimiento de leptospirosis, dada su estrecha relacion con las
actividades humanas diarias (Guernier et al., 2016). La orina de los animales herbivoros
se considera como la principal fuente de infeccidn ya que tiene un pH alcalino, lo que
favorece la supervivencia del germen. Un ml de orina de los mismos puede contener hasta
100 millones de leptospiras (Adler & De la Pefia, 2010).

En el bovino, la transmision de esta bacteria se produce a través de membranas

mucosas, conjuntiva o por lesiones en la piel (Baquero et al., 2010). Los rumiantes tienen
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gran importancia en la diseminacion de la enfermedad, ya que la orina alcalina permite

mayor viabilidad de estas bacterias en comparacion con una orina acida.

Las cobayas pueden contagiarse de leptospirosis cuando entran en contacto con
roedores infectados, transportando y propagando la bacteria (Saul, 2019). Las principales
fuentes de infeccion para esta especie lo constituyen la orina de animales infectados,
asintomaticos y portadores; también el agua, leche, forrajes, pastos, tejidos de animales,

descargas post parto y semen contaminado (Agudelo et al., 2007).

Los animales crénicamente infectados pueden ser portadores durante toda la vida
y servir de reservorios de la infeccion para otros animales y para el ser humano. Debe
considerarse el diagndstico diferencial segun las formas comunes de presentacion en las
diferentes especies (SENASA, 2016).

4.5. Patogenia

El éxito de las leptospiras como patdgenos se explica por su forma espiral y
motilidad endoflagelar (que les permite atravesar rapidamente tejidos conectivos y
barreras), asi como por su capacidad para escapar o secuestrar el sistema inmunitario del
huésped (Picardeau, 2017). Ademas, de que la Leptospira puede adaptarse y resistir
condiciones estresantes (Fouts et al., 2016).

La infeccion ocurre cuando el patdgeno ingresa a un huésped a través de la mucosa
0 pequefias abrasiones en la piel (Barragan et al., 2017). La espiroqueta, después de
penetrar la mucosa, se disemina a través del torrente sanguineo y produce una vasculitis
infecciosa en la que se dafian las células endoteliales capilares (Monzon et al., 2019). El
periodo de incubacion es de 7 a 14 dias en promedio, pudiendo oscilar de 2 a 20 dias
(MINSA, 2011). En tan solo 1 hora post inoculacion se encuentran en sangre y diversos
organos como el cerebro. Cabe sefialar que los mecanismos por los cuales atraviesa la
placenta y la barrera hematoencefélica ain no estan totalmente claros (Wunder et al.,
2016).

La infeccion causa una leptospiremia prolongada, alcanzando diferentes 6rganos:
higado, rifién, corazon, musculo esquelético e incluso el sistema nervioso central y humor
acuoso, que finaliza cuando el hospedero produce una respuesta inmune efectiva que

generalmente ocurre entre la primera y segunda semana después de la exposicion. La
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mayoria de procesos infecciosos por Leptospira cursan en forma asintomatica o con
manifestaciones clinicas inespecificas y autolimitadas en un plazo de cuatro a siete dias
(Garcia et al., 2013). Después de la primera semana, aparecen los anticuerpos en sangre
y coinciden con el desarrollo de meningitis, no encontrandose Leptospira en el LCR, lo
cual sugiere dafio inmunoldgico. La Leptospira puede persistir por semanas en el humor

acuoso y ocasionalmente causa uveitis cronica o recurrente (Céspedes, 2005).

En un estudio donde se utilizaron conejillas de indias y de las cuales fueron
inoculadas con Leptospira en piel erosionada, se detectaron leptospiras en la sangre tan
pronto como 2 h después de la infeccion y luego se diseminaron al higado, pulmones y

rifiones de casi todos los animales dentro de 96 h (Zhang et al., 2012).
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Figura 7. Presentacion de la leptospirosis, de sus diferentes estados de la enfermedad.
Desde el inicio de la sintomatologia.
Fuente: Céspedes (2005) Leptospirosis : Enfermedad Zoon6tica Reemergente

La respuesta inmunitaria, principalmente es humoral. Luego de la infeccién se
producen inmunoglobulinas IgM e 1gG especificas (figura 7), que van a evitar los
sintomas clinicos post-exposicion (Adler & De la Pefia, 2010). En los 10 primeros dias
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de infeccion los animales producen altos niveles de IgM, y luego disminuyen
progresivamente, teniendo niveles bajos hasta el final del primer mes. La 1gG también
aparece tempranamente, pero sus niveles mas altos aparecen a las 4 semanas posteriores

a la infeccidn y persisten por largos periodos (Ballard et al., 1984).
4.6. Manifestaciones Clinicas

La leptospirosis se puede dividir en dos fases: una fase aguda cuyo inicio coincide
con laiinfeccidn bacteriémicay, una fase cronica que se produce mucho y afecta al aspecto
reproductivo (Ellis, 1994). De las formas clinicas sintomaticas de la enfermedad, el 80-
90% evoluciona en una forma anictérica benigna y 10-20% como leptospirosis grave con

ictericia e insuficiencia renal (Céspedes, 2005).

En caninos, por ejemplo, la forma mas diagnosticada es la subaguda en los que
sus signos clinicos son més evidentes, como fiebre, anorexia, vomitos, deshidratacion,
letargo, dolor muscular, diarrea, vasculitis que pueden generar petequias y equimosis, su
fase crénica cursa con hepatitis cronica, por lo tanto ictericia, encefalopatia hepatica,
pérdida de peso y abortos (L., 2005). Pacientes hepaticos presentan bajo apetito, pérdida
de peso, ictericia, ascitis, encefalopatia hepatica, diarrea, debido al dafio vascular que se
presenta en la primera fase de la enfermedad y consecuencia de la CID, pueden presentar
hemorragias petequiales o equimoticas, hematemesis, epistaxis, glositis, hemorragias

pulmonares (Uribe, 2016).

La infeccion aguda principalmente ocurre en animales jovenes, y a medida que
avanza la enfermedad, los pacientes renales presentan anorexia, pirexia (40,5-41,5 °C),
letargo, conjuntivitis, depresion, deshidratacion, vomitos, polidipsia poliuria, estomatitis,
dolor lumbar por renomegalia, nefritis, dolor muscular, depende del estadio de la
enfermedad presentan oliguria 0 anuria; en casoS mMAs severos presentan anemia
hemolitica, hemoglobinuria, hemorragias petequiales de las membranas mucosas,
ictericia, neumonia, signos de meningitis (incoordinacion, salivacion y rigidez muscular),
septicemia; al principio puede cursar con diarreas, siendo sanguinolentas y/o amarillentas,
de olor féetido, pero mas tarde puede cursar con estrefiimiento (Lilenbaum & Martins,
2014).
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Los signos en cobayos inoculados con leptospiras por via intraperitoneal se
incluian ictericia, conjuntivitis, inapetencia, anemia, hemorragias, y albuminuria. (Adler
& De la Pefia, 2015).

En la mayoria de animales la leptospirosis esta asociada principalmente a abortos,

muerte perinatal, nacimiento de crias débiles e infertilidad (Hamer et al., 2019).
4.7. Lesiones

Las lesiones post mortem no son especificas de la enfermedad, por lo que no se
puede realizar un diagnostico basandose en ellas. Las lesiones poco observables

dependeran del serovar implicado del 6rgano y especie afectada (Luna, 2019).

En un estudio, cuyes que fueron inoculados con Leptospira se observaron
hemorragias en oOrganos internos, ademas de lesiones graves como hemorragias en

pulmones, nefritis, ictericia y hematuria (Zhang et al., 2012).

El primer 6rgano afectado es el higado, con un cuadro de necrosis cortical, zonas
con pequefia congestion, ndcleos con picnosis y cariorexis (Feraud & Abeledo, 2005),
hepatomegalia (Waktol et al., 2016), palidez o de color amarillento, vesicula biliar llena,
espesa y viscosa de color pardo o verde oscuro. Los rifiones a menudo estan edematosos
en animales con signos sistémicos, estos pueden ser palidos o contener manchas rojas o
blancas/grises, bandas de tejido o cicatrices fibroticas (Sandow & Ramirez, 2005). Se
observan hemorragias difusas a nivel del tejido, ademas de visibles hemorragias externas
(hemoptisis, hematemesis, epistaxis, melenas) la nefritis intersticial y necrosis tubular
aguda (Gilper & Vélez, 2020).

En hembras gestantes, se puede observar edema y necrosis en los cotiledones,
edema y hemorragias en las membranas fetales (Feraud & Abeledo, 2005). En los fetos
abortados se observan congestion generalizada y deposiciones liquidas (Sandow &
Ramirez, 2005).

4.8. Diagnostico

Debido a la amplia variedad de serovares de leptospiras que pueden infectar a un
organismo se emplean técnicas de diagndstico altamente especificas como es el Ensayo
por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas (ELISA), Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) y Microaglutinacion con Antigenos Vivos (MAT) (Bautista et al., 2019).
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4.8.1. Prueba MAT

La aglutinacion microscopica (Microscopic Agglutination Test-MAT en ingleés),
se caracteriza por la reaccion entre una suspension antigénica de serogrupos de Leptospira
con el suero del paciente, se observa aglutinacién en microscopio de campo oscuro, dando

el resultado a través de diluciones en forma de titulos (Aranzazu et al., 2020).

El titulo de punto final se define como la dilucidn de suero que muestra un 50%
de aglutinacion, dejando libres un 50% de las células en comparacion con un cultivo
control diluido a la mitad en solucion salina tamponada con fosfato. El resultado de la
prueba puede indicarse como el punto final de la dilucion del suero (por ejemplo, 1/100
0 1/400) o como un titulo que es el inverso de la dilucion del punto final del suero (por
ejemplo, 100 o 400). Un titulo de 1/100 se considera positivo, pero dada la alta
especificidad de la MAT, pueden tomarse titulos menores como indicio de exposicion
previa a Leptospira. Cuando se toma como significativo un titulo de 1/100 o superior, la
sensibilidad de la prueba solo es del 41%, e incluso cuando el titulo significativo minimo
se reduce a 1/10, la sensibilidad de la prueba solo es del 67% (OIE, 2021).

MAT se considera la prueba inmunoldgica de referencia y detecta anticuerpos
aglutinantes de clase inmunoglobulina M(IgM) e inmunoglobulina G(IgG). Sin embargo,
esta prueba requiere un alto nivel de experiencia técnica y el mantenimiento de un gran

panel de cultivos estandar vivos de Leptospira spp. patdgena (Niloofa et al., 2015).

Tabla 1. Serovares de referencia usados como antigenos para la prueba de aglutinacién
microscépica (MAT).

N°  Especie Serogrupo Serovar Cepa

1 L. biflexa Andamana Andamana CH11

2 L. interrogans Australis Australis Ballico

3 L. interrogans Australis Bratislava Jez Bratislava

4 L. interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A

5 L. borgepetersenii Ballum Ballum Mus 125

6 L. borgepetersenii Ballum Ballum S 102

7 L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienen

8 L. weilli Celledoni Celledoni Celledoni

9 L. interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht IV
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10 L. interrogans Canicola Canicola Ruebush

11 L. kischneri Cynopteri Cynopteri 3522 C

12 L. interrogans Diasiman Diasiman Diasiman

13 L. interrogans Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V

14 L. santarosai Hebdomadis Borincana HS 622

15 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA

16 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni M20

17 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Mankarso Mankarso

18 L. borgepetersenii Javanica Javanica Veldrat Batavia
46

19 L. santarosai Mini Georgia LT117

20 L. interrogans Pomona Pomona Pomona

21 L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes Saalinem

22 L. santarosai Pyrogenes Aleix HS 616

23 L. interrogans Sejroe Wolffi 3705

24 L. biflexa Semaranga Patoc Patoc 1

25 L. borgepetersenii Tarassovi Tarassovi Perepelicin

Fuente: Céspedes (2005), Leptospirosis : Enfermedad Zoonética Reemergente

4.8.2. Prueba ELISA

La prueba de ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas) permite la
deteccion de IgM e 1gG especificos de Leptospira a partir de preparados de alguna especie
patdgena, mediante una reaccion antigeno-anticuerpo de 5 a 7 dias después del inicio de
los sintomas, al final de la fase aguda y los resultados son generalmente rapidos (1 a 2 h)
(Aranzazu et al., 2020).

Los ELISA que funcionan con IgM son dtiles en el diagnostico de la infeccion
aguda. Un ELISA que funcione con todas las Ig es util para identificar animales
totalmente susceptibles, que serdn adecuados para las pruebas de exposicion
experimental. También se han desarrollado ELISA para utilizarlos en leche de vacas
concretas o en leche de tanque, con el fin de detectar anticuerpos contra el serotipo
Hardjo. Esta es una prueba imperfecta y tiene una sensibilidad inferior al 50% en algunas

infecciones crénicas (OIE, 2021).
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Recientemente se ha desarrollado un protocolo de ELISA para la deteccion de
anticuerpos anti-leptospira en sueros caninos, utilizando extractos proteicos de Leptospira

fainei serovar Hurstbridge dando muy buenos resultados (Penna et al., 2017).

4.8.3. Prueba PCR

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), es una técnica versatil en cuanto
a sus disefios y a las muestras que se pueden emplear, ha permitido el desarrollo de
protocolos de diagndstico para diversos patogenos, entre ellos, las leptospiras; su mayor
ventaja radica en que es posible detectar el ADN incluso cuando las bacterias no son
viables. El éxito de esta técnica depende del paso previo de extraccion y purificacion de
ADN, eliminando posibles contaminantes e inhibidores de la reaccion, para mantener una
calidad e integridad de la secuencia diana a amplificar, y poder trabajar con ADN

parcialmente degradado o desnaturalizado (Hamer et al., 2019).

Tabla 2. Ventajas y desventajas de los principales métodos diagndsticos de la leptospirosis.

Meétodo Proposito Ventajas Desventajas

Identificacion del

agente
Capacidad de visualizacion de
Aislamiento +++ lesptospiras en sangre y orina  Carencia de sensibilidad y
identificacién y raravez en LCR. especificidad
Permite detectar ACN de
PCR ++ Leptospira en orina durante Incapaz de detectar el serovar
las primeras semanas de infectante.
infeccién y en tejidos post-
mortem
Deteccion de la
respuesta inmune
MAT Es “gold standard” tiene alta ~ Es complejo y requiere del
++ sensibilidad y detecta todo el  mantenimiento de las cepas para
grupo de anticuerpos posibles. la preparacion de antigenos
ViVos.
Detecta antigenos muy rapido, Al ser tan especifico se limita a
ELISA +++ variando de 30 segundos a 4 un solo serotipo.
horas.

Clave: +++: Método recomendado. ++: Método adecuado
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, MAT: Test de aglutinacion microscopica, ELISA:
Enzimoinmunoanalisis de adsorcion.

Fuente: Mora (2017), Leptospirosis: Técnicas diagndsticas y su tratamiento

Actualmente, los ensayos seroldgicos tienen un desempefio inconsistente y son
menos Utiles para el diagndstico temprano de leptospirosis. Como alternativa, la PCR es
mas sensible, especifica y capaz de detectar la presencia de ADN leptospiral durante la
fase aguda de la infeccién (Mohd Ali et al., 2018).
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Figura 8. Tipos de pruebas PCR

Fuente: Yuste (2019), Diagndstico genético mediante PCR

Tabla 3. Cebadores, muestra, sensibilidad, especificidad y técnicas de PCR para el diagndstico
de la leptospirosis por diferentes autores.

Cebadores Tipo de muestra  Sensibilidad Especificidad Técnic  Referenci
utilizados ade a
PCR

Secuencia Orina de bovinos.  10- 20 Leptospira por No observd Punto Van Eys et
del clon reaccion. Muestras de amplificacion  final al., 1989
pLBECc23s orina y medio afiadidas  con otros
derivado de Serogrupos,
una libreria bacterias
gendmica de (n=10) ni
L. ADN de
interrogans eucariotas.
serovar
Hardjo, tipo
Hardjo-
Bovis, cepa
HBO013.
Elemento Cepas puras Sin datos 30 Punto Wood-
repetitivo aislamientos  final ward and
del genoma de Hardjo- Sullivan,
del L. Bovis fueron 1991
interrogans positivos. 12
serovar aislamientos
Hardjo tipo de
Hardjo Hardjoprajitn
Bovis oy

Saxkoebing

fueron

negativos
Secuenciade Orina de bovinos Sin datos Sin datos Punto Zuerner et
insercion final al., 1995
1533
Genrrsdela Cultivo, LCR, Limite més bajo de 20 serotipos Punto Merien et
subunidad orinay sangre con  deteccién fue 1 pg de de Leptospira  final al., 1992
ribosomal agregado de cepas  ADN. fueron
16S. puras. Orina de Sensibilidad analitica positivos.

ratones infectados ~ 102microorganismos. ~ Otras
experimentalmente bacterias
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Genrrl, rrsy
hapl

Genrrsde la
subunidad
ribosomal 16
S

Genrrsde la
subunidad
ribosomal 16
S

Gen gyrB
codificante
dela
subunidad B
de laenzima
ADN girasa
Gen secY

Gen lipL32

Gen lipL32

Gen liga
ligB

. Oring, LCR y fueron

sangre de negativas

humanos. (n=13)

Orina de bovinos 100% S. clinica 99% E. Punto Rodriguez
comparada con el clinica final et al., 2001
cultivo comparada (segun

con el cultivo Leon et
al., 2012)
(Branger
etal.,
2005)

Muestra de sangre  Sin datos Sin datos Punto Doosti et

de camélidos final al. 2012

Cepas puras. S. analitica: dos células  E. analitica: Tiempo Smythe et

Muestras de de suero y 10 células resultado real con al., 2002

sangre y orina de en orina. positivo con sonda

humanos 29 cepas de TapMa

Leptospiray n
negativo con

22 de otros
organismos.

Suero y sangre con  S. analitica: 10 copias E. clinica Tiempo Slack et

EDTA de paciente  del genoma por 99,5% real con al., 2006

humanos reaccion. S. clinica sonda
9,4% TagMa

n

Cepas puras, S. analitica: 1-1,5 E. analitica: Tiempo Ahmed et

suero, sangre con copias de genomauna  todas las real con al., 2009

anticoagulante y copia por reaccion para  especies quimica

tejidos de cultivos. De 10-50 patégenasdel SYB

pacientes humanos  copias para muestras género dieron R green
de sangre, suero y un resultado
tejido renal. positivo. No

observaron
reaccion
cruzada con
especies
saprofitas ni
con otros
géneros
bacterianos

Cepas puras. S. analitica 3 copiasen  Sin datos Tiempo Levett et

Sangre y orinade  sangre 10 en orina real son al., 2005

pacientes humanos SYB

R green

Cepas puras. S. analitica: 1x10?* E. analitica Tiempo Stoddard

Sangre con Leptospira spp/ml de 100% real con et al., 2009

anticoagulante, sangre;1x103Leptospir sonda

suero, plasmay a spp/ml de suero; TagMa

orina de pacientes  1x10Z%Leptospira n

humanos spp/mi
S. analitica 6 E. analiticase Tiempo Pala-
Leptospira spp/ml con  observé real con niappan et
PCR punto final y 10 amplificacion  sonda al., 2005
genomas/reaccién con  con todos los  TagMa
PCR tiempo real serovares de n

Leptospira
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Spp. no se

observé

amplificacion

con serovares

de especies

no patogenas

ni con otros

géneros
Gen lig Sangrey orinade 20 copias de gen lig/ml  100% Tiempo Xuetal.,

caninos sangre y 10 copias/ 3.- real con 2014
4 ml de orina sondas
FRET

G1-G2 Cepas puras, 1-10 Leptospira spp/ml  Utilizando Punto Grave-
(Secuencia muestras de suero  de suero con agregado  ambos final kampet al.,
del plasmido  hmano artificial de Leptospira. cebadores 1994
recombinant La PCR (50%) maés amplificaron
e pLIPs60) sensible que el cultivo  todas las
B641-B64l1 (35%) especies
(Secuencia patdgenas
del plasmido
recombinant
e pBIM64)

Fuente: Martin et al., (2015), Leptospirosis mediante técnicas moleculares

4.9. Tratamiento

El objetivo primario de la terapéutica para las infecciones por leptospirosis
consiste en controlar la infeccién antes de que ocurran dafios irreversibles en higado y
rifiones. Esto se puede lograr aplicando el tratamiento cuando se presentan los primeros
signos, sin embargo, los primeros signos generalmente pasan desapercibidos y los
animales se someten al tratamiento cuando ha desaparecido la septicemia. El objetivo
secundario de la terapéutica es controlar la leptospiruria (excrecion de leptospiras por la
orina) de los animales “portadores”, pero no se garantiza que el animal no se reinfecte si

las leptospiras se encuentran en su medio ambiente (Caputo et al., 2018).

Los antimicrobianos mas utilizados son la dihidroestreptomicina, penicilina,
estreptomicina, ampicilina, amoxicilina, cefalosporinas de tercera generacion,
tetraciclina, oxitetraciclina o clortetraciclina (Spickler & Leedom, 2015). El antibidtico
de eleccion para el tratamiento del cuadro agudo es la combinacion de penicilina y

estreptomicina.

En un estudio experimental, utilizando jerbos, se identificé que un extracto de
proteina leptospiral puede conferir proteccion cruzada de Leptospira interrogans
mediante vacunacion mediada por adenovirus a dichos animales; para esta investigacion

se usé: la proteina 1 asociada a la hemdlisis (hapl) y la proteina 1 de la membrana externa
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de Leptospira (OmpL1). La vacuna hapl mediada por adenovirus induce una proteccion
significativa contra una Leptospira spp. heterologa virulenta en jerbos, mientras que una
construccion OmpL1 similar no pudo proteger a los animales. Estos datos indican que
hapl podria ser un buen candidato para desarrollar una nueva generacion de vacunas
capaces de inducir una amplia proteccion contra la leptospirosis. Los resultados muestran
que el efecto de proteccion cruzada dentro de las cepas patogenas de Leptospira spp. es
compartido por la proteina hapl mediada por un vector de adenovirus. Este hallazgo
deberia facilitar el disefio y desarrollo de nuevas generaciones de vacunas (Branger et al.,
2001).

4.10. Resistencia a Antibioticos

La resistencia que se ha registrado en la mayoria de serovares de Leptospira spp.
es frente a los antibidticos usados comuUnmente en los cultivos: 5-fluorouracil,
fosfomicina y vancomicina (Chakraborty et al., 2010). Otros estudios informaron que
algunos serovares son resistentes a antibioticos de uso clinico como neomicina,
trimetroprima/sulfametoxazol y sulfadimetoxina (Wuthiekanun et al., 2015; Moreno et
al., 2016). La resistencia a los aminoglucosidos es variable en serogrupos de Leptospira
principalmente a neomicina y estreptomicina (Correia et al., 2019).

4.11. Prevencion

4.11. 1. Vacunacion
La vacunacion protege y reduce/previene la colonizacion renal de leptospiras y, a
su vez, reduce la excrecion de leptospiras en la orina, que es una fuente importante de

contaminacion ambiental (Senthilkumar et al., 2021).

Segln OIE (2021), “las vacunas contra la leptospirosis para uso veterinario son
suspensiones de una 0 mas cepas patdgenas de Leptospira inactivadas de tal manera que
se conserva la actividad inmunogena. La inmunidad inducida mediante la vacunacion es
en gran medida especifica del serotipo. Una vacuna debe formularse para su uso en una
especie concreta de animal y de una region geografica concreta. Solo debe contener los
serotipos y genotipos que causen problemas en la especie animal, o que se transmitan de

una especie animal a otra en la region”.

Hay vacunas disponibles para bovinos, perros y cerdos. Estas vacunas estan

basadas en leptospiras enteras, consisten en un panel limitado de serovares locales y
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brindan una proteccién especifica de serovariedad a corto plazo. Ha habido un
alejamiento de las vacunas polivalentes baratas que producian una proteccion muy
limitada a productos monovalentes més caros, lo que ha llevado al desarrollo de vacunas
que pueden proporcionar al menos 12 meses de proteccién microbioldgica en el ganado.
Las vacunas para uso en otros animales domésticos estan sujetas a una evaluacién mas

critica de la proteccion brindada que en el pasado (Hartskeerl et al., 2011).

En vacunas contra L. interrogans (Serovares: Canicola, Grippotyphosa, Hardjo,
Icterohaemorrhagiae y Pomona), el Cédigo Federal de Regulaciones de Estados Unidos
(CFR), aplica para estas vacunas el test de inocuidad en cobayos. Para ello, se realiz6 un
estudio en USA, donde la Farmacopea Britanica de 2013 (BP13) propone vacunar a 2
animales de la misma especie, los cuales son inyectados con el doble de la dosis maxima
recomendada para dicha especie. En el caso del ensayo en cobayos, se deben vacunar 2
animales (entre 350 y 450 gramos cada uno). Cada cobayo de prueba se inyecta, via
subcutanea o intramuscular, con 2,0 mL de vacuna y posteriormente se observan por 7
dias. Si no se observa alteracion, signos de enfermedad o la muerte de los animales debido
a la vacuna, la misma se considera inocua. En caso contrario se rechaza el lote. (ICATM,
2012).

4. 11. 2. Control De Residuos en la Produccion de Cobayos

Se debe extraer las heces y restos de materia organica de las pozas por completo.
Adicional se puede flamear el piso y paredes de las pozas vacias con un soplete por un
lapso de 3 a 5 minutos, esto ayudara a eliminar todo tipo de bacterias (Huamén et al.,
2019). Ademas, otras fuentes de infeccion y que deben ser eliminadas se incluyen los
fetos abortados y placentas (SENASA, 2016).

4. 11.3. Evitar Exposicién a Factores De Riesgo

Los programas de prevencion y control se enfocan en reducir la infeccion en
poblaciones animales reservorio (caninos y/o bovinos), limitar contacto de animales
sanos con animales infectados y silvestres, implementar campafias de desratizacion,

inmunizar y hacer uso de quimioprofilaxis en explotaciones productivas (Pacheco, 2015).

Evitar que las personas entren en contacto con agua o tierra que contenga
patdgenos leptospiras. Las personas que trabajan con aguas residuales deben usar ropa

protectora. El uso de guantes y proteccion facial reducira significativamente la incidencia
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de leptospirosis entre veterinarios, trabajadores de mataderos y otras personas que

trabajan en un entorno en el que la leptospirosis podria ser transmitida (Brightman, 2018).

Respecto a las fuentes de agua y las inundaciones o cualquier tipo de aguas
estancadas son predisponentes para la infeccion por Leptospira spp. (Kawaguchi et al.,
2008), pues la orina de animales infectados y los suelos contaminados con ella tiene

contacto permanente con animales domésticos y silvestres.

La ausencia de instalaciones adecuadas en granjas productora de cobayos
representa otro factor de riesgo para la transmision, ya que no impiden el ingreso de
roedores silvestres u otras especies de animales permitiendo en contacto directo con los
cuyes y contaminacién del agua y comida con orina y heces, permitiendo la diseminacion
del agente en esta poblacion (Rodriguez et al., 2014) . Adicionalmente, las condiciones
ambientales generadas por el manejo de los animales (camas con material organico y
alimentacion en el suelo), crean ambientes calidos y humedos, ideales para la

supervivencia de la bacteria (Hurd et al., 2017).

4.12. Epidemiologia

La leptospirosis es una enfermedad reemergente en el mundo con altas
prevalencias en diferentes especies y con alto riesgo de infeccion, por eso se clasifica
entre las 35 principales causas de muertes a nivel mundial, resaltando su importancia en
la salud puablica, ya que si este problema no se controla puede generar mortalidades
humanas y animales, junto a pérdidas econémicas por el incremento de la incidencia de
esta enfermedad, tanto en paises desarrollados como en los subdesarrollados (Valverde et
al., 2021).

En humanos se estima que al afio ocurren 1 030 000 casos de leptospirosis y se
producen 58 900 muertes al afio en todo el mundo. La incidencia de leptospirosis en
América se ha estimado en 12,5 casos por 100.000 habitantes; segun estudios
poblacionales, cada afio se presentan mas de 350 000 casos nuevos de leptospirosis, sin

embargo, se notifican menos de los que en realidad ocurren (Carranza et al., 2020).

Entre los dltimos brotes de mayor importancia, destacan el de 1995 en Nicaragua,
que tuvo una alta mortalidad y los detectados entre 1997 y 1998 en India, Singapur,
Tailandia y Kazajistan. En el afio 2000, destaca el brote de leptospirosis entre los

participantes en el “Desafio Eco” (Eco-Challenge) en Sabah, Borneo, en el que los
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eventos incluyeron vela, natacion, kayak y canoa en los rios tras una temporada de fuertes
lluvias. En 2012 las inundaciones causaron importantes brotes de leptospirosis en
Tailandia, Filipinas y Peru (region de Loreto) (A.M.S.E., 2016).

En Ecuador la leptospirosis, se ha estimado una media anual de 1 caso por 100.000
habitantes, entre los afios 2016 al 2018 se han confirmado 363 casos, con mayor
predominio en las provincias de la costa (Manabi, Esmeraldas y Los Rios) con un
porcentaje de 43% del total de provincias donde se presentaron casos. Comparando los
casos presentados en el afio 2019 se notificaron 137 casos, en el afio 2020 se notificaron
75 casos. En el afo 2021 se notificaron 69 casos a nivel nacional. Hasta la semana 51 del
afio 2022 se notificaron 134 casos de Leptospira confirmados a nivel nacional. En lo que
va del afio 2023 se han reportado 65 diagndsticos de leptospirosis, y presentandose dos

personas fallecidas por la enfermedad en todo el pais (MSP, 2023).

Se han obtenido mayores prevalencias en el serovar icterohaemorragiae, que tiene
a los roedores como hospederos definitivos. Diferentes estudios han encontrado que las
prevalencias en las diferentes poblaciones estudiadas son muy variables, en el hombre
van del 6% al 47%, en perros del 12% al 41%, en roedores del 12.5 % al 82%, en bovinos
del 41 al 60 %, en cerdos del 10.3% al 25.7% y en animales silvestres como los primates

no humanos se encontr6 una prevalencia del 23% (Alarcon et al., 2014).

En perros y cerdos alrededor del mundo las frecuencias de infeccion son
determinadas por métodos moleculares variando segln la especie, asi por ejemplo en
caninos existen reportes desde 3.7% en Colombia (Romero et al., 2013), 7% en Irlanda
(Rojas et al., 2010), 8.2% en Estados Unidos (Harkin et al., 2003), hasta 10.6% en Brasil
(Miotto et al., 2018); mientras que en cerdos, se posee informacién proveniente de una
comunidad rural del Ecuador, donde mediante la PCR del gen 16S se logrd identificar
excrecion de leptospiras patdgenas en un 21.1% de cerdos (Barragan et al., 2016).

Otro estudio realizado en Ecuador, en la ciudad de Manabi (2015); se tomaron
muestras de orina de 30 cerdos y 26 vacas del matadero, todas analizadas por PCR
convencional y a tiempo real. EI 82% de las muestras (46/56) presentd una sefial de
amplificacion en la PCR en tiempo real con los cebadores AB/CD. Solo el 38% (21/56)
de las muestras mostr0 bandas correspondientes en la reamplificacion en PCR
convencional. Una vez secuenciados los amplicones de estas 21muestras, el 17.9%
(10/56) tuvo homologia con L. borgpetersenii (7 muestras), L. wolffii (2 muestras), L.
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interrogans (1 muestra). Ademas, se procesaron 80 muestras de rifiones de rata capturadas
dentro del canton Portoviejo, de éstas, el 46% de las muestras (37/80) presentaron una
sefial de amplificacion en la PCR en tiempo real con los cebadores AB/CD. Solo el 23%
(18/80) de las muestras presentaron bandas correspondientes en la reamplificacion con
PCR convencional. Una vez secuenciados los amplicones, unicamente el 8.8% (7/80)
mostraron secuencias homologas a Leptospira. La secuenciacion permitio identificar a L.
borgpetersenii (4 muestras), L. noguchii (2 muestras) y L. wolffii (1 muestra) (Sosa,
2015).

Dentro de la amazonia peruana solo se posee evidencia, basada en la PCR, de la
presencia de Leptospira en orina o rifiones de roedores (20%), marsupiales (39%) y
murciélagos (35%) (Bunnell et al., 2000).

Las prevalencias de Leptospira spp. en cuyes de crianza comercial en Lima y
Junin es de 30.6 y 38.4%, respectivamente (Gutiérrez & Morales, 2020); en Ecuador no
existen reportes acerca de las poblaciones de cobayos afectados por la infeccion a causa

de Leptospira spp. patégena.
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5. Metodologia
5.1. Lugar de estudio

La parroquia rural de Chantaco perteneciente al canton Loja, esta ubicada a 30
Km de la ciudad de Loja, entre los cerros Huaynapamba al Norte, Cutishapa al occidente,
Matanerro (San Juan) al Nor oriente y al Sur Loma Blanca, por lo que se la considera una
de las parroquias con una topografia muy accidentada y de dificil acceso. Esta
comprometida en la parte alta de la hoya del Jubones y la cuenca del Catamayo, su
poblacién es en su mayoria mestiza. Limita al Norte con la parroquia Chuquiribamba; al
Sur con la parroquia Taquil; al Este con la parroquia Santiago; y, al Oeste con el Cantdn
Catamayo. La Parroquia Chantaco tiene una extension de 138 km2 y se encuentra a una
altura de 2.120 m.s.n.m., posee un clima templado sub-hiumedo con una temperatura

media de 15°C y una precipitacion de 680 mm (Ogofio, 2010).
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Figura 9. Localizacion de estudio: parroquia Chantaco.
Fuente: Google Maps.

La produccion de cuyes en esta zona es de importancia para la reactivacion de la
economia de la parroquia y asi mejorar los sistemas de produccion tradicionales por
sistemas de produccion mas tecnificados orientados a mejorar la calidad de vida. Esta
actividad es desarrollada por varios moradores de la parroquia y esta consiste en que
después de dos meses y medio a tres meses de alimentacion, desparasitacion y cuidado,

el cuy esté listo para el faenamiento, se lo limpia, se empaca y sale a la venta (Diaz, 2021).
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5.2. Disefio de la investigacion

La presente investigacion se realizo en el periodo marzo-septiembre del 2022 bajo
un disefio de estudio de tipo observacional descriptivo y de corte transversal en el que a
través del analisis de muestras de orina y sangre de animales mediante PCR convencional
y serologia se estimo la frecuencia de eliminacion de leptospiras, asi como los serovares

presentes en animales eliminadores, respectivamente.

5.3. Tipo de muestreo y tamario de la muestra

El tipo de muestreo que se aplicd para esta investigacion es de tipo no
probabilistico, es decir por conveniencia, ya que no hubo un marco muestral disponible
por parte de las autoridades sanitarias de la zona. La investigacion se desarrollo en dos

fases: una de campo y otra de laboratorio.

En la fase de campo se recorrio los diferentes sectores de la parroguia Chantaco
para identificar los distintos predios, cuyos puntos geogréaficos fueron georreferenciados;
y en los cuales se dispuso a la compra de los animales, adquiriendo de entre 1 a 4 cuyes
por predio, de acuerdo al tamafio del mismo. Se incluyeron en el estudio animales de
edades entre 8 a 16 semanas, con pesos por debajo de los 1 Kg, sin distincion de sexo ni
linaje. Al finalizar se obtuvo una cantidad de 82 cuyes de 50 predios diferentes, tal como

se detalla en la tabla 4.

Tabla 4. Tamafio muestral. Parroquia Chantaco

Tamario de la UPA Predios Cantidad de cuyes
1 -50 cuyes 25 23
51 — 100 cuyes 14 27
101 - 200 cuyes 5 14
201 - 300 cuyes 4 10
301-400 cuyes 2 8
Total 50 82

5.4. Traslado e identificacion de los animales

Los animales adquiridos fueron trasladados desde la parroquia Chantaco hasta la
sala de necropsias de la Carrera de Medicina Veterinaria de la UNL en la ciudad de Loja,
se dejo alimento (forraje) en cada una de las cajas, y se espero al siguiente dia para realizar

la necropsia correspondiente y extraer las muestras de sangre y orina.
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Una vez que los cuyes ingresaron a la sala de necropsias, se realizd la

identificacion del animal mediante la asignacion de un nimero o codigo.

5.5. Registro de informacion
Se realiz6 un registro para ordenar la informacién de cada animal muestreado, en

donde se anot6 datos como el sexo, peso y edad.

5.6. Eutanasia

La eutanasia fue por concusion. Con una mano se sujeto al animal de las patas y
con la otra se generd un golpe firme y certero en el craneo con un objeto alargado, sin filo
y macizo, después se confirmd la muerte de cada animal. Esta técnica se realiza en
roedores considerando que el peso de los animales sea menos de 1kg (1000g), por encima
de este peso se requiere una habilidad considerable y a veces una gran fuerza para

realizarlo de manera eficaz (Close et al., 1997).

Luego se realiz6 la toma de muestras de sangre y seguidamente la exanguinacion

del animal.

5.7. Necropsia
Para la necropsia, se coloco al animal en decubito dorsal y se siguié el
procedimiento recomendado por Gagea & Craig (2012), una vez expuesta la vejiga se

procedio a la toma de muestras correspondiente.
5.8. Tomay conservacion de muestras

5.8.1. Muestras de orina

Se utilizé una jeringa de 3 ml para tomar las muestras de orina por cistocentesis,
y se colocaron las muestras en tubos eppendorf previamente autoclavados y se rotul6 con
el nimero correspondiente de cada animal para luego ser ubicadas en gradillas dentro de
una nevera térmica portatil con un gel refrigerante. Al finalizar, las muestras se
almacenaron a una temperatura de -20°C hasta que fueron procesadas para el diagnostico

por PCR convencional.

5.8.2. Muestras de sangre

La toma de muestras de sangre para serologia se realiz6 por puncién cardiaca con
una jeringa una vez que el animal se encontraba inconsciente, obteniendo un promedio
de 3 a 5 ml de sangre en tubos vacutainer sin anticoagulante, estos fueron rotulados con

el codigo de animal correspondiente, en el laboratorio se centrifugaron las muestras
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sanguineas durante 10 min a 1.500 g. Luego con ayuda de una pipeta se recolecto el suero
sanguineo y se deposito en tubos eppendorf. Los sueros obtenidos se congelaron a -20°C

hasta su procesamiento para el diagnostico de serologia MAT.

5.9. Deteccion de Leptospira patégena PCR convencional a partir de muestras de
orina
En el laboratorio las muestras fueron sometidas a un proceso de estabilizacion y
concentracion siguiendo el protocolo establecido por Stoddard (2013) que consistié en
lavado con tampon fosfato salino (PBS), una vez estabilizadas las muestras fueron

conservadas a -20°C.

Las muestras de orina, estabilizadas en PBS fueron sometidas a un protocolo de
extraccion descrito por Matamala (2018) el cual consistio en utilizar 500 pl de buffer de
lisis que contiene EDTA (&cido etilendiaminotetraacético), SDS (sodio dodecil sulfato),
TRIS (hodroximetil amino metano) y CINa (cloruro de sodio) y 5 pl de proteinasa K y
sometidas a una incubacion por una hora a 56°C con la ayuda de un termobloque, después
de ese tiempo se aplico etanol al 100% para provocar precipitacion del ADN.

El material genético obtenido a partir de las muestras de orina fue analizado
mediante PCR convencional para determinar la presencia o ausencia del gen hapl de 262
pb, perteneciente a Leptospira patogena (reverse primer
“TGTTGGGGAAATCATACGAAC”; forward primer “GCAAGCATTACCGCTTGTGG”
(Branger et al., 2005). Los reactivos para cada reaccion de PCR se detallan en la siguiente
tabla:

Tabla 5. Reactivos y volumen utilizados en PCR

Reactivo Volumen 1x
Buffer 2,50
Primers 1,25
Reverse 1,25
Cloruro de magnesio 1,00
DNTPs 0,50
Agua de PCR 16,40
Taq polimerasa 0,10
ADN 2,00
Volumen final 25,00
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5.9.1. Replicacion del ADN

La amplificacion de PCR consistio en un ciclo inicial de 5 min a 95°C seguida de
45 ciclos de 15 seg a 94°C, 35 seg a 56°C y 40 seg a 72°C; la extension final fue realizada
durante 10 min a 72°C.

5.9.2. Electroforesisy lectura en gel de agarosa
Los productos de PCR fueron cargados en gel de agarosa al 1,5% tefiido con

SYBR Safe y cargados con Buffer de carga 6X y sometidos a 100 Voltios por 40 minutos.

Asi pues, las 82 muestras de ADN se colocaron en cada pocillo del gel, en este se
agrego6 una muestra de control positiva con ADN de Leptospira, ademas de un patron de
peso molecular (262 pares de bases). Seguidamente se conectd la electroforesis a la
corriente eléctrica hasta que el colorante del buffer de siembra migré lo suficiente del
polo negativo al polo positivo. Se apago la fuente y se colocd el gel sobre un

transiluminador de luz UV para calcular la altura a la que corrieron las bandas de ADN.

Para la lectura se comparoé la banda del patrén de peso molecular con las bandas

amplificadas de las muestras.

5.10. Diagnostico serologico mediante MAT (aglutinacion microscopica)
Los animales con resultado PCR positivos fueron seleccionados para registrar el

resultado de la serologia mediante la prueba de referencia para diagnéstico (MAT).

Para el analisis de laboratorio mediante aglutinacion microscépica (MAT), se usé
un panel de siete serovares de Leptospira interrogans (Sejroe, Canicola, Hardjo,
Bataviac, Wolffii, Pomona) y Leptospira borgpetersenii (Tarassovi). Se consideraron
muestras positivas aquellas que presentaron aglutinacion en un punto de corte de 1/50 y
se realizaron diluciones dobles hasta una titulacion de 1/1600. La observacion de la
reaccién de aglutinacion se realizd en microscopio de campo oscuro y en caso de
coaglutinaciones se habia considerado tomar como positivo el serovar con la titulacién
maés alta (OIE, 2021).
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6. Resultados
Luego del analisis mediante PCR convencional de las 82 muestras de orina
obtenidas, se obtuvo los siguientes resultados:

Figura 10. Resultado de electroforesis de deteccidn molecular de Leptospira a partir de
muestras de orina.

Se muestra un gel de agarosa con la amplificacion de 1 cobayo infectado con Leptospira

spp. (circulo rojo). La banda corresponde a un fragmento del gen hap 1 (262 pares de
bases). Se utilizé marcador de peso molecular de 262 pares de bases. Adicionalmente, se

utilizé un control positivo (C+) y un control negativo (C-) para todas las reacciones.

Se obtuvo solamente un animal positivo frente al diagnostico por PCR; se trata de
un cobayo macho de 12 semanas de edad, con un peso de 729.5¢g, asignado con el cédigo
n° 10 para la realizacion de este estudio. Dicho animal se obtuvo del galpén G-09, visitado
en el sector Cafiaro Alto de la parroquia Chantaco, cuyo sistema de crianza se basa en
familiar-comercial, el predio del que procede el animal tenia antecedentes de abortos, las
instalaciones de los cuyes consistian de pozas y jaulas, y la alimentacién era mixta y les
suministraban agua potable, tenian cercania con otros animales como perros y roedores.

Dentro del predio se realizaba el control de roedores usando el producto quimico Ratifin.

6.1.Resultados del diagnostico serologico

Frente al diagnoéstico de serologia (MAT) del suero sanguineo, no se obtuvieron
resultados positivos en ninguna de las muestras a los 7 serovares de: Leptospira
interrogans (Sejroe, Canicola, Hardjo, Bataviac, Wolffii, Pomona) y Leptospira
borgpetersenii (Tarassovi) que fueron usados en este estudio, de igual manera en el

32



animal con resultado positivo a PCR convencional, no se pudieron encontrar anticuerpos

presentes a ninguno de los serovares.
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7. Discusion
El resultado positivo a PCR, producto de esta investigacion, sugiere que el

individuo tenia la capacidad de eliminar Leptospira patégena en la orina al medio.

Sin embargo, en la muestra de suero sanguineo de este animal no se pudo detectar
anticuerpos especificos; esto puede deberse a que el individuo se encontraba en fase
terminal de una infeccidn por Leptospira o que el serogrupo de la cepa infectante no se
encontraba representado en el panel de referencia usado en la prueba MAT (Tamara et
al., 2018). Quizas, si se aumentaba el panel podria aumentar la posibilidad de resultados

positivos en serologia.

En casos agudos, los anticuerpos van a estar elevados, pero ya en casos cronicos
los anticuerpos tienden a disminuir a niveles basales (Medrano et al., 2011).

En este estudio no fue posible determinar si se tratd de una infeccion aguda o
crénica, que mediante serologia podria interpretarse gracias a la toma de muestras de
sueros pareados. Los animales portadores con infecciones cronicas tienen la capacidad de
eliminar leptospiras en la orina por periodos prolongados y a menudo son asintomaticos
(Hereda & Chambers, 2005).

Diversos estudios evidencian altas prevalencias de infeccion por Leptospira spp.
en animales domésticos y en roedores, incluyendo al cobayo. Esta y otras especies
domésticas (gatos, perros, cerdos, bovinos y equinos) son consideradas como una fuente
importante de infeccion y transmision de esta infeccion a los humanos, el mantenimiento
de los ciclos de infeccion en huéspedes y la contaminacion del ambiente. (Monroy et al.,
2020).

En el presente estudio se pudo detectar la presencia de Leptospira spp. en un
1,21% (1/82) de los animales. En Brasil, Gressler (2010) y colaboradores, llevaron a cabo
un estudio seroldgico en 5 cuyes (Cavia aperea) capturados en el campus de la
Universidad Federal de Santa Maria; los serovares de Leptospira interrogans estudiados
fueron: Bratislava, Butembo, Canicola, Grippotyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae,
Pomona, y Wolffi. Como resultado se obtuvo que 4 de los 5 cuyes evaluados presentaban
infeccion mixta por los serovares de L. interrogans con titulos de 1/100. Dos roedores
eran positivos serologicamente a Hardjo y Butembo y los otros a Hardjo y Bratislava. Sin
embargo, los animales no presentaban signos clinicos de la enfermedad (Gressler et al.,
2010).
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En 2020, un estudio realizado en Cajabamba-Peru, report6 una seroprevalencia de
40,50% de anticuerpos contra Leptospira spp. mediante la prueba de microaglutinacion
(MAT), identificando los serovares Icterohaemorrhagiae 19,01%, Canicola 16,53%, y
Pomona 8,68% (Gutiérrez & Morales, 2020)

En Colombia en 2021, en el municipio de Pasto Narifio, se report6 que el 1,5% de
las muestras fueron positivas para PCR (Benavides et al., 2021), demostrando de esta

manera la presencia del agente patdgeno en esta especie.

Existen escasos estudios sobre leptospirosis en cuyes mediante PCR, y la mayoria
de los reportes son de tipo experimental, en los que se ha usado esta especie como
biomodelo para evaluar la conducta de leptospiras en el organismo, establecer rutas de
entrada, lesiones causadas en drganos blanco (higado, rifion y pulmén) y evaluacion
de la respuesta inmunitaria mediante la inoculacion de la bacteria a diferentes dosis;
encontrando distintos hallazgos dependiendo de la ruta de inoculaciones y leptospiremia
que se haya causado; dichos estudios comprenden como una alternativa de investigar la
patogenia de la enfermedad (Zhang et al., 2012; Benavides et al., 2021).

La importancia de las infecciones accidentales viene determinada por la
posibilidad que proporcionen las condiciones sociales, la gestion, y factores ambientales
para el contacto y transmision de Leptospira entre especies. Al igual que en los seres
humanos, las infecciones son mas comunes en climas calidos y himedos, el mal control
de roedores y los sistemas de produccion de animales domésticos mixtos permiten la
contaminacion ambiental con una amplia gama de cepas de Leptospira. La transmision

sexual también es importante en la transmisidn dentro de las especies (William, 2015).

La dificultad de eliminacion de roedores en los distintos sectores de la parroquia
Chantaco, se ha convertido probablemente en una de las causas principales para la
propagacion de la enfermedad, esto debido a las caracteristicas del sistema de crianza e
incorrectas instalaciones que favorecen el ingreso de roedores externos, el contacto con
ellos aumenta el riesgo de mordeduras; ademas se permite la contaminacion de agua y

alimento.

El haber detectado un animal eliminador de Leptospira, resulta de importancia por
el simple hecho de que esta tenia la capacidad de transmitir la enfermedad, convirtiéndose
en un riesgo potencial de contagio para otros organismos debido a la cercania que tenia

con otros animales y el ser humano. Con esta revelacion se puede evaluar al resto de
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animales de donde se extrajo al individuo positivo a Leptospira y estudiarlos en busca de
MAas casos positivos; y sienta precedentes para la busqueda de casos en seres humanos

relacionados con el manejo de la especie en la zona de estudio.
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8. Conclusiones
El diagnostico de PCR basado en el gen hap 1 permitio identificar un animal
eliminador de Leptospira patdgena (1,21%) en la parroguia Chantaco del canton
Loja.
En la prueba MAT, no hubo seropositivad con los serovares utilizados para este
estudio en las granjas de cuyes analizadas.
La prueba de PCR resulta un excelente complemento de la prueba de MAT en la
confirmacion de casos sospechosos o probables y permite diagnosticar con mayor
especificidad a los portadores de la bacteria.
El hallazgo de este estudio contribuye al conocimiento de la epidemiologia de
leptospirosis en Ecuador al tratarse del primer reporte de infeccion por Leptospira

en cobayos.
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9. Recomendaciones
Se recomienda que la parroquia Chantaco mantenga una correcta sanidad dentro
de sus producciones y en sus hogares como es el control intensivo de roedores,
prevencion del acceso a aguas contaminadas, prevencion mediante vacunacion a

los animales, etc.

Realizar mas estudios sobre leptospirosis haciendo uso de métodos moleculares
de deteccion en esta especie y en otras zonas geograficas para determinar la

distribucion de la enfermedad a nivel nacional.

Debido a la importancia sobre el monitoreo de leptospirosis a nivel nacional, se
recomienda realizar este tipo de investigaciones, enfocadas en prevenir la

enfermedad en el ser humano en la regién o pais.
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11. Anexos

Anexo 1. Compra de los animales

Concusion. Es un método
rapido y humanitario

para el aturdimiento de
roedores siempre que lo
realicen técnicos
experimentados y seguros.
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Anexo 3. Toma de muestras de sangre

Anexo 4. Toma de muestras de orina
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Anexo 5. Muestras obtenidadas de sangre y orina

Anexo 6. Centrifugacion de las muestras de sangre
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Anexo 7. Obtencion de suero sanguineo
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Anexo 9. Muestras de orina en termociclador

Anexo 10. Proceso de PCR convencional

1. Muestras preparadas con
500 pl de buffer de lisis
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