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1 Titulo
Determinacion de la frecuencia de leptospirosis porcina en el centro de faenamiento de la

parroquia Malacatos de la provincia de Loja



2 Resumen
La leptospirosis porcina es una enfermedad zoondtica causada por Leptospira spp., que genera
importantes consecuencias econémicas y productivas en la industria porcicola del mundo, sobre
todo, en regiones tropicales y subtropicales. Esta investigacion se llevd a cabo en el centro de
faenamiento de la parrogquia Malacatos, provincia de Loja (Ecuador), en donde se buscé determinar
la presencia de anticuerpos contra Leptospira spp. e identificar Leptospira patdgena en orina de
porcinos. El estudio se realiz6 bajo un enfoque cuantitativo, con un disefio observacional de corte
transversal. Se estudiaron muestras de sangre y orina de 90 cerdos destinados a faenamiento, sin
distincion de edad, sexo o procedencia, mediante pruebas de aglutinacion microscépica (MAT) y
PCR convencional (hapl). En el 11,11% de los cerdos se registro la presencia de anticuerpos con
titulaciones de 1/100 hasta 1/400 contra cinco serovares de Leptospira: Bratislava, Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Copenhageni y Canicola. La serologia evidencié 3 casos positivos para el
serovar Bratislava, dos con titulos 1/100 y uno con 1/200; para el serovar Canicola hubo dos casos
positivos (uno con 1/100 y otro con 1/400); para el serovar Copenhageni hubo un caso positivo
con 1/400; para Icterohaemorrhagiae dos casos con 1/100 y para Pomona un caso con 1/100. No
se detectd Leptospira patdgena en las muestras de orina. No se encontraron diferencias
significativas entre la seropositividad con respecto a la edad, el sexo o la procedencia de los
animales. Este estudio evidencia la circulacion de Leptospira spp. en porcinos de Malacatos, lo
que representa un importante problema sanitario en la produccién porcicola de la zona, asi como

un potencial riesgo para la salud publica, dado el potencial de transmision zoonética.

Palabras clave: leptospirosis porcina, MAT, hapl, serovares, zoonosis



2.1 Abstract
Porcine leptospirosis is a zoonotic disease caused by bacteria of the genus Leptospira, with
widespread global distribution and higher prevalence in tropical and subtropical regions. This
study was conducted at the slaughter center of Malacatos Parish, Loja Province (Ecuador), aiming
to determine the presence of antibodies against Leptospira spp. and to identify pathogenic
Leptospira in porcine urine. A quantitative approach was adopted, with a cross-sectional
observational design. Blood and urine samples were collected from 90 pigs destined for slaughter,
without distinction of age, sex, or origin, using microscopic agglutination tests (MAT) and
conventional PCR. Antibodies with titers ranging from 1/100 to 1/400 against five Leptospira
serovars—Bratislava, Pomona, Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, and Canicola—were found in
11.11% of the pigs; no pathogenic Leptospira was detected in urine samples. Coagglutination with
a titer of 1/100 was found in four serovars: Bratislava, Pomona, Icterohaemorrhagiae, and
Canicola. No significant differences were found in seropositivity with respect to the animals' age,
sex, or origin. This study reveals the circulation of Leptospira spp. in pigs from Malacatos,
representing an important health issue in the region’s pig production and a potential public health

risk due to zoonotic transmission potential.

Keywords: Agglutination, Leptospirosis, MAT, PCR, Seropositive, Serovars, Zoonotic



3 Introduccion

La leptospirosis es una enfermedad considerada zoonoética con una distribucion a nivel
mundial (Gémez et al., 2023). Esta zoonosis es provocada por una bacteria aerobica, Gram
negativa del género Leptospira, que es responsable de la enfermedad tanto en animales como en
humanos (Benavides et al., 2021).

Segun Zeng et al. (2023), existen mas de un millon de casos estimados anualmente, la
leptospirosis se situa entre las zoonosis mas prevalentes a nivel mundial, con una tasa de letalidad
promedio del 6,85% es decir, alrededor de 60,000 muertes, aproximadamente. En Ecuador, en el
presente afio se notificaron hasta 408 casos en humanos (MSP, 2024).

A pesar de que la leptospirosis se distribuye globalmente, se encuentra con mas frecuencias
en los paises tropicales de bajos ingresos y en los pequefios estados insulares del Pacifico, donde
las condiciones son especialmente propicias para su transmisiéon (Vilcarromero et al., 2019). Se
han identificado especies patdgenas de espiroquetas del género Leptospira en numerosas regiones
geograficas, figurando una amenaza contundentemente significativa en &reas tropicales y
subtropicales, donde la infraestructura sanitaria es deficiente y la exposicion a animales infectados,
tanto salvajes como domésticos, es mayor (Sohm et al., 2023).

La persistencia ambiental de Leptospira y su epidemiologia se fundamentan en la
colonizacién renal cronica de animales reservorio, que pueden o0 no presentar sintomas mientras
excretan las bacterias en la orina, ya sea de manera transitoria o a lo largo de toda su vida (Miller
etal., 2021).

La leptospirosis causa dafios en la produccién y reproduccion de los cerdos y, al no ser
controlada tiende a tener un impacto en la economia del &rea agropecuaria. De manera general, las
infecciones endémicas en las piaras siguen siendo subclinicas y los Gnicos sintomas son trastornos
reproductivos como: abortos tardios, aumento de lechones momificados, mortinatos y debiles. Sin
embargo, la leptospirosis también puede causar enfermedades graves dependiendo del serovar
infectante y la edad del animal. Las condiciones poco salubres, las condiciones ambientales, la
presencia de roedores, la convivencia entre humanos y cerdos y la introduccion de animales sin
registro, favorecen la presencia de la leptospirosis (Chavez, 2022; Montesdeoca, 2017)

Aunque se han realizado algunos estudios, como el de Barragan et al. (2016), que indican
una positividad en orina de cerdo del 5,7% para los cantones Abdén Calderén y 26,9% en Sta.

Ana de Vuelta Larga en la provincia de Manabi, debido a las estrategias de control y



prevencion que son inexistentes o ineficaces (Orlando et al., 2020; Vieira et al., 2017).
Los estudios sobre leptospirosis en porcinos en Ecuador son limitados, y la provincia de
Loja no es la excepcion. Teniendo en consideracion la informacion presentada anteriormente se
desarrolld esta investigacion a través de los siguientes objetivos especificos:
e ldentificar la presencia de anticuerpos contra Leptospira spp. en porcinos faenados en
la parroquia Malacatos de la provincia de Loja
e Identificar Leptospira spp. patdgena en orina de porcinos faenados en la parroguia

Malacatos de la provincia de Loja.



4  Marco Tebrico

La leptospirosis es una enfermedad bacteriana que puede afectar tanto a seres humanos como
a animales. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reconoce a esta bacteria como un riesgo
importante para la salud publica en la medicina humana y veterinaria, especialmente por su creciente
prevalencia como enfermedad zoonotica (Marrufo & Pech, 2023).
La enfermedad puede causar un alto nimero de muertes al afio y una tasa de mortalidad del 20% en
el ser humano; los animales y personas que viven en zonas tropicales podrian estar un riesgo mayor
al resto de la poblacién, ya que la humedad y las temperaturas altas promueven las condiciones
Optimas para el mantenimiento de la bacteria en el ambiente (Andrade, 2024). Ademas, son afectadas
las poblaciones mas vulnerables en areas rurales y urbanas, en donde las condiciones de insalubridad
facilitan la transmisién, cuya forma principal es a través del contacto directo con la orina de un
individuo o animal infectado, o a través del agua contaminada con la bacteria (Choudhary et al.,
2023).

4.1 Etiologia
4.1.1 Taxonomia

Segun Luna (2024), Leptospira spp. es una bacteria que pertenece al orden Spirochaetales
dentro de la familia de Leptospiracea del género Leptospira. De acuerdo a Barreto & Rodriguez
(2018), existe una gran variedad de especies dentro del género de esta bacteria, siendo las mas
importantes las especies patdgenas: Leptospira interrogans, Leptospira borgpetersenii, Leptospira
kirschneri, Leptospira noguchii, Leptospira weilii, Leptospira santarosai, Leptospira alexanderi,
Leptospira alstonii, Leptospira kmetyi; y las especies saprofitas Leptospira biflexa, Leptospira
meyeri, Leptospira wolbachii y Leptospira vanthielii.

Estas especies se diferencian por sus caracteristicas genéticas y su capacidad de causar
enfermedad. Las especies patdgenas son responsables de la leptospirosis en humanos y animales,
mientras que las saprofitas generalmente no causan enfermedades y viven en ambientes acuéticos o
humedos (Hernandez et al., 2021).

4.1.2 Serologia
Para Kanthala et al. (2024), la serologia es esencial para el diagnostico de la leptospirosis, y

se basa en la identificacion de serovares especificos mediante pruebas seroldgicas como la prueba de
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aglutinacion microscopica (MAT). MAT es el estdndar de oro para la clasificacion seroldgica y se
realiza mezclando el suero del paciente con diferentes cepas de Leptospira spp, observando la
aglutinacion bajo el microscopio (Retnowati et al., 2022). La aglutinacion indica la presencia de
anticuerpos especificos, permitiendo la identificacion del serovar causante de la infeccion (Davila et
al., 2022). Existen méas de 300 serovares agrupados en alrededor de 24 serogrupos basados en
similitudes antigénicas (Hernandez et al., 2021).

La serologia es crucial para entender la epidemiologia de la leptospirosis, ya que los serovares
estan asociados con diversos reservorios animales y regiones geograficas (Gémez et al., 2023). Esta
informacion es vital para el control y prevencion de la enfermedad, asi como para la implementacion
de medidas de manejo especificas (Luna, 2024). Ademas, el conocimiento de los serovares
prevalentes en una regién facilita el desarrollo de vacunas efectivas y tratamientos adecuados
(Hernandez et al., 2021).

Por ultimo, la vigilancia seroldgica continua es esencial para identificar los serovares
responsables de los brotes y reducir la incidencia de la leptospirosis, protegiendo tanto a la poblacion
humana como animal (Bautista T et al., 2019).

4.2 Reservorios

Segun Monroy et al. (2020), los reservorios son animales que albergan estas bacterias de
manera comensal, sin padecer la enfermedad o solo de forma leve. Tanto los reservorios como
animales infectados transmiten las leptospiras a sus crias durante la prefiez o el periodo neonatal,
facilitando asi la cadena de transmision (Sanchez & Pefia, 2023).

Los portadores son animales que mantienen las bacterias viables y capaces de multiplicarse
en sus rifiones, excretandolas de manera intermitente a través de la orina; muchos de estos portadores
pueden tener resultados seroldgicos negativos (Follmer, 2017; Monroy et al., 2020). Esta forma de
colonizacién contribuye a la persistencia de la bacteria en el ambiente y al ciclo de transmision
(Thibeaux et al., 2017).

Los principales reservorios son pequefios mamiferos que pueden infectar a animales
domésticos y humanos (Macias et al., 2019). Los roedores pueden albergar diversos serovares, pero
las ratas suelen ser reservorios de serovares como Icterohaemorrhagiae y Ballum, mientras que los
ratones son reservorios principalmente del serogrupo Ballum (Follmer, 2017).

Los animales domésticos también pueden actuar como reservorios accidentales. Los cerdos

albergan serovares como Pomona, Tarassovi y Bratislava; las ovejas, Hardjo y Pomona; los perros,
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Canicola; y el ganado vacuno puede albergar serovares como Grippotyphosa, Pomona y Hardjo
(Macias et al., 2019). El serovar Hardjo infecta al ganado vacuno en todo el mundo, provocando
brotes de mastitis y aborto; también se encuentra en fetos abortados y terneros prematuros, asi como
en fetos sanos, descarga vaginal, y en el tracto genital, urinario y el semen de toros (Céspedes, 2005;
Choudhary et al., 2023).

4.2.1 Clasificacion Genotipica

Hoy en dia, la clasificacion fenotipica ha sido reemplazada por la clasificacion genotipica (V.
Ruiz, 2023). Esto facilita una distincién precisa entre diversas especies genomicas o
genomoespecies. Segun Duran et al. (2020), la secuenciacion del gen 16S rRNA desempefia un papel
crucial en la identificacion y categorizacion de las especies de Leptospira, de modo que la alta
conservacion de este gen permite discernir entre diferentes especies dentro del género (Lopardo et
al., 2014).

Segun la clasificacién genotipica, Leptospira se divide en tres categorias: patdgenas,
saprofitas e intermedias (Grune, 2022). Las especies patdgenas provocan enfermedades tanto en
animales como en humanos (Retnowati et al., 2022); las especies saprofitas son organismos
ambientales que pueden desarrollarse rapidamente en modelos animales, pero no son patdgenos para
seres humanos ni animales (Barreto & Rodriguez, 2018), y finalmente, las intermedias, que han sido
recientemente identificadas tanto en animales como en humanos, y cuya capacidad patogénica ain

esta siendo investigada (Lopardo et al., 2014).

4.3 Morfologiay Estructura de la Leptospira spp.

Leptospira es una espiroqueta, lo que significa que tienen una forma alargada y helicoidal.
Su estructura es filamentosa y delgada, con una longitud tipica de 6-20 pm y un diametro de
aproximadamente 0.1 pum (Joya et al., 2015). Las bacterias son moviles gracias a la presencia de
flagelos situados en el extremo delantero del organismo. Estos flagelos les confieren la capacidad de
moverse de manera eficiente en ambientes acuosos y viscosos (Joya et al., 2015).
Su membrana celular esta compuesta principalmente por lipidos y proteinas que ayudan a mantener
la integridad estructural y la permeabilidad selectiva (Joya et al., 2015). Por otro lado, la pared celular
es delgada y compuesta principalmente por peptidoglicanos, que le proporciona resistencia y forma.
Esta estructura es menos rigida que la de otras bacterias gramnegativas y no contiene

lipopolisacéridos en la capa externa (Joya et al., 2015). A diferencia de muchas otras bacterias, las
8



leptospiras no forman esporas y su reproduccion es exclusivamente por division celular (Rosario et
al., 2012).

Figura 1. Microscopia electronica de Leptospira spp (Ramos, 2017).

Estas caracteristicas morfoldgicas y estructurales son clave para la adaptacion de las bacterias
a una amplia gama de ambientes acuéticos y terrestres, asi como para su interaccion con huéspedes

animales y humanos durante la infeccion (Rosario et al., 2012).

4.4 Caracteristicas de supervivencia en los ambientes

El crecimiento de Leptospira en el medio ambiente es un proceso complejo que depende de
varios factores ambientales y bioldgicos. Esta bacteria se encuentra cominmente en ambientes
acuaticos como aguas estancadas, charcos, rios, lagos y suelos himedos. Estos lugares proporcionan
condiciones climaticas adecuadas donde las temperaturas suelen ser mas calidas entre 28 — 30 °C y
la humedad relativa es alta. Estas condiciones favorecen la persistencia de la bacteria en el medio
ambiente (Beltran, 2021).

Puede sobrevivir fuera del huésped en ambientes secos durante periodos cortos de tiempo,
pero su viabilidad disminuye rapidamente sin condiciones de humedad adecuadas (Thibeaux et al.,
2017). Esta bacteria puede sobrevivir en ambientes con pH ligeramente &cido, lo que le permite

mantenerse viable en suelos y aguas con diferentes niveles de acidez (Thibeaux et al., 2017).



45 Transmision

La transmision depende de factores como el clima, la densidad poblacional y el grado de
contacto entre el reservorio y los hospedadores accidentales (Choudhary et al., 2023). Como ya se
ha mencionado anteriormente, los animales domésticos como caninos, felinos, bovinos, porcinos y
equinos, asi como los animales salvajes, especialmente los roedores, son reservorios naturales de esta
bacteria (Alarcon & Ibéafiez, 2021).

La transmision ocurre cuando otros animales entran en contacto directo con la orina de estos
animales portadores, o indirectamente a través de agua, suelo o alimentos contaminados ( Hookey,
1991; Alamuri et al., 2020). La bacteria puede penetrar el cuerpo de los animales a través de
membranas mucosas 0 heridas en la piel (Choudhary et al., 2023). Una vez dentro del organismo,
puede multiplicarse y diseminarse, causando una variedad de sintomas que pueden variar desde leves
hasta graves, dependiendo de la especie animal y la cepa de la bacteria.

Los animales infectados pueden no mostrar sintomas evidentes, lo que facilita la
diseminacion de la bacteria en el ambiente (Aslan, 2019).

Las areas humedas y calidas son especialmente propicias para la supervivencia de Leptospira spp,
aumentando el riesgo de infeccion en animales que viven en estos entornos. Ademas, la transmision
puede ocurrir verticalmente de madre a cria, especialmente en el caso de animales domésticos
(Barrera et al., 2023). La leptospirosis en animales no solo afecta la salud y el bienestar de los
mismos, sino que también representa un riesgo significativo para la transmision a humanos,

especialmente en entornos agricolas o rurales (Alarcon & Ibafez, 2021).

4.6 Patogeniay signos clinicos

La enfermedad comienza cuando la bacteria ingresa al organismo a través de mucosas o piel
dafiada, usualmente al entrar en contacto con agua contaminada con orina de animales infectados
(Benitez & Rivero, 2022). La bacteria se propaga rapidamente por el torrente sanguineo, llegando a
varios organos. El inicio de la enfermedad se puede manifestar con una septicemia que incluye fiebre
alta, dolor muscular y cefalea, lo que refleja tanto la diseminacion de la bacteria como la respuesta
inflamatoria del hospedador (Villamil et al., 2022).

Las leptospiras pueden esquivar el sistema inmunolégico del hospedador mediante la
produccién de proteinas en su superficie, que dificultan la opsonizacion y fagocitosis (Brihuega,
2006). La adherencia de estas bacterias a las células endoteliales de los vasos sanguineos,

especialmente en los capilares, causa dafio tanto directo como indirecto a través de la liberacién de
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toxinas y la induccién de respuestas inflamatorias (Barrios, 2024). Este dafio al endotelio incrementa
la permeabilidad vascular y provoca hemorragias, afectando principalmente a 6rganos como los
rifones, el higado, los pulmones y el sistema nervioso central (Villamil et al., 2022).

El sistema inmunoldgico responde produciendo anticuerpos especificos que ayudan a
eliminar la bacteria, pero una reaccion inmunitaria excesiva puede causar dafio en los tejidos
(Céspedes, 2005). La formacion de inmunocomplejos también puede provocar vasculitis y dafio
glomerular (Acosta et al., 1994). En la fase cronica, la eliminacion de las leptospiras del cuerpo puede
no ser completa, lo que lleva a una infeccion persistente en algunos reservorios, perpetuando asi el
ciclo de transmision de la enfermedad (Zunino & Pizarro, 2017).

Se han descrito cuadros con septicemia, meningitis, ictericia y hemoglobinuria en lechones
menores a tres meses, principalmente por Canicola, Icterohaemorrhagiae y Grippotyphosa. En cerdos
ademas se ha atribuido infertilidad con un retorno a un celo regular o irregular, acompafado de

descargas vulvares y natimortos (Falabella & Cadenas, 2024).

4.7 Lesiones Macroscépicas y Microscopicas

La ictericia (Figura 2A) se produce por la hemodlisis, lo cual, sobrecarga la funcién hepética
y dificulta la metabolizacion de la bilirrubina (Ruiz, 2017). Los cambios histopatolégicos hallados
en rifiones de los cerdos (Fig. 2BC), se han relacionado con trastornos circulatorios, degenerativos,

procesos inflamatorios, entre otros. Por lo general, la inflamacion se encuentra en el tejido

tubulointersticial (Zambrano et al., 2021).
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Figura 2. (A). Canal ictérico. El color amarillo es especialmente evidente en los depdsitos grasos, membranas
serosas y tejido conectivo (Ruiz, 2017). (B) Lesion renal de cerdo positivo a leptospirosis por MAT que
consiste en una nefritis intersticial con infiltrado inflamatorio rico en linfocitos y macro6fagos restringido a
zonas perivasculares. (B-C) Nefritis tubulointersticial con presencia de células linforeticulares extendiéndose

a otras zonas del parénguima cortical. H-E 40x (Zambrano et al., 2021).

Las lesiones histopatoldgicas, segin Yang (2017), consisten en nefritis tubulointersticial
cronica y fibrosis intersticial. De acuerdo a Yang et al. (2019), las endotoxinas leptospirales derivan
respuestas inmunoldgicas del hospedador y conducen a la nefritis tubulointersticial, que es el
hallazgo histol6gico mas comln en animales con leptospirosis. Si la infeccion leptospiral cronica
persiste y causa nefritis tubulointersticial persistente, eventualmente se desarrollara fibrosis

tubulointersticial en animales con leptospirosis cronica.

4.8 Diagnostico

Las pruebas seroldgicas se pueden clasificar en dos tipos: aquellas especificas para un género
y aquellas especificas para un serogrupo.
Actualmente, el diagndéstico definitivo de la leptospirosis se basa principalmente en la prueba de
aglutinacion microscépica (MAT), la cual es altamente sensible y permite la deteccion de anticuerpos
especificos de grupo (Mora, 2017). El éxito de la prueba ELISA depende del estadio en el que se
encuentre la respuesta inmune. Los anticuerpos IgM contra Leptospira se pueden detectar en 4 a 7
dias después de la infeccion; el dia de la infeccion es dificil de detectar, por lo que se considera la
enfermedad desde la aparicion de signos clinicos (Forero, 2020). Las pruebas ELISA basadas en
proteinas de la membrana externa (OMP) son reactivos frente a anticuerpos contra todas las
leptospiras patdégenas de manera que, no tienen valor en los estudios epidemioldgicos, mientras que,
los ELISA basados concretamente en antigenos lipopolisacaridos son especificos de serogrupos y
mantienen una gran importancia en los estudios epidemiolégicos y los planes de control (OIE, 2023).

MAT o prueba de aglutinacion microscopica, se denomina asi por la formacion de
aglutinacion (Alamuri et al., 2020), y es el estandar para el diagnostico, donde el suero del paciente
se mezcla con suspensiones de antigenos vivos de serovares de leptospiras. Tras la incubacion, se
examina la mezcla bajo microscopio para evaluar la aglutinacion y determinar los titulos (Mora,
2017). La lectura de los resultados se realiza con un microscopio de campo oscuro, donde el punto

final se determina al obtener la dilucion mas alta del suero capaz de aglutinar aproximadamente el
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50% de la muestra. Dada la dificultad para detectar la aglutinacion del 50% de las leptospiras, el
punto final se establece cuando aproximadamente el 50% de las leptospiras permanecen libres de
aglutinacion, comparado con la suspension de control (Mora, 2017).

Por otro lado, para superar las debilidades en la sensibilidad y especificidad del diagnostico
se han desarrollado algunos protocolos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) identificando
varios pares de antigenos especificos (como G1/G2, B64-1/B64-11) en muestras de sangre, LCR, orina
y tejidos (Barrera et al., 2023). Sin embargo, en el caso de las muestras de sangre, la sensibilidad es
mayor con la PCR que con el cultivo, pero solo es positiva en el 50% de los casos. En muestras de
orina, la positividad puede alcanzar el 90%, incluso en pacientes tratados con antimicrobianos y antes
del octavo dia de la enfermedad. Una limitacion de la PCR es su incapacidad para detectar el serovar
infectante (Grune, 2022; Orsi et al., 2022).

Finalmente, el cultivo en medio EMJH enriquecido con incubacion a 28°C de 6 a 7 dias se
recomienda hasta que el crecimiento de todas las cepas sea visible macroscépicamente (similar al
humo blanco). Las cepas conservadas en este medio se examinan individualmente mediante
observacién microscopica de campo oscuro para determinar la viabilidad celular (motilidad),

contaminacion y autoaglutinacion (Faine, 1982).

4.9 Epidemiologia

Debido a la variedad de cepas se pueden establecer infecciones en una variedad de
hospedadores animales como roedores, el ganado, entre otros. Animales domésticos y silvestres
siendo portadores pueden liberar leptospiras intermitentemente por muchos afios o durante toda la
vida (OPS, 2017).

En el afio 2020, en Ecuador se identificaron 19 casos (16, 52 %) en porcinos de crianza
tecnificada y 34 casos (20,61 %) en cerdos de traspatio, los cuales correspondieron a la provincia de
Manabi (Zambrano et al., 2020).

Para el ser humano, existe un riesgo de hasta ocho veces mayor en poblaciones rurales si se
compara con las poblaciones urbanas, ya que el alcantarillado es inadecuado, la eliminacion y el
tratamiento de aguas no es el indicado, y en ambientes tropicales los factores ambientales y practicas
agricolas contribuyen a la supervivencia del agente (Davila et al., 2022). La globalizacién, cambios
climaticos y la migraciones de personas y animales, han hecho que la leptospirosis sea un problema
latente (Miller et al., 2021).

Se han reportado algunos estudios sobre esta enfermedad zoondtica, que muestran una alta
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incidencia en bovinos porcinos y perros (Barragan et al., 2016; Vieira et al., 2017), las estrategias de
control y prevencidn no existen o no son eficientes (Orlando et al., 2020).

Actualmente, en las Islas Galapagos se potencian estudios sobre el impacto que tienen los
patdgenos entre especies domésticas, humanos y animales silvestres, especialmente en el caso de
patdgenos que pueden tener diferentes hospedadores con ciclos de vida complejos. Entender el
funcionamiento de estas etapas, asi como los ecosistemas en los que se desarrollan, y evaluar el
peligro que representan para la fauna urbana o endémica, resulta sumamente crucial en la relacion

que se tiene para la conservacion en las Galapagos (Leon et al., 2024).

4.10 Tratamiento, prevencion y control

Los abortos y el estado de los cerdos portadores pueden prevenirse con estreptomicina (25
mg/kg) con una sola dosis o con tratamiento de tres a cinco dias. Este puede ser aplicado una semana
antes de la cubricion y dos semanas antes del parto ya que se han observado menores pérdidas
reproductivas. Para complementar se puede agregar en el alimento y agua afiadiendo 800 g/tonelada
de tetraciclina (Garcia et al., 2017).

La implementacion de medidas de control, como la vacunacion de animales domésticos y el
control de poblaciones de roedores, es crucial para prevenir la propagacion de la leptospirosis en

poblaciones animales y, consecuentemente, en humanos (Aslan, 2019).
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5 Metodologia
5.1 Areade estudio
El presente estudio se ejecuté tomando muestras de sangre y orina de los cerdos faenados en
el camal de la parroquia Malacatos, la misma que se encuentra ubicada al sur del Ecuador a una
altitud de 1470 m.s.n.m, posee una superficie de aproximadamente 208.66 km? y una temperatura
promedio de 20,6 °C (Municipio de Loja, 2020).
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Figura 3. Mapa geografico de la parroquia Malacatos de la provincia de Loja.

5.2 Procedimiento

5.2.1 Enfoque metodoldgico y disefio de investigacion

Esta investigacion posee un enfoque metodoldgico cuantitativo, y respecto al disefio es de caracter
observacional analitico de corte transversal donde se determind la presencia de anticuerpos contra

Leptospira spp en suero. y la presencia de Leptospira patdgena en orina de cerdos.
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5.2.2 Tamafio de la muestray tipo de muestreo

El muestreo que se aplicO en esta investigacion fue de tipo no probabilistico (por
conveniencia) donde se recolect6 90 muestras de sangre y 90 muestras de orina de los animales
llevados al camal sin restriccion de edad, sexo o precedencia. Este niUmero de animales fueron
muestreados en funcion de la capacidad de faenamiento del matadero, y del tiempo que fue designado
al estudiante, segun la planificacion curricular de la carrera de Medicina Veterinaria.
5.2.3 Registro de informacion

Previo a la toma de muestras clinicas se identificaron a los animales con codigos que se
manejaron en hojas de registro en donde, ademas, se documentaba la informacion como: edad, raza,
procedencia y sexo.

5.2.4 Técnicas

5.2.4.1 Toma de muestras de sangre

De cada animal se extrajo su respectiva muestra de sangre de la vena yugular en tubos
vacutainers sin anticoagulante en cantidad de 5 ml; luego se transportd en un cooler con geles a una
temperatura aproximada de 4 °C hasta los laboratorios de la Universidad Nacional de Loja para ser
centrifugadas durante 5 minutos a 1500 x g para la obtencién de suero sanguineo. El suero fue
conservado a -20 °C en el Centro de Biotecnologia de la institucion hasta su envio a los laboratorios

de Agrocalidad donde se realizé el diagnéstico seroldgico de leptospirosis.

5.2.4.2 Toma de muestras de orina

Fueron tomadas mediante cistocentesis o puncion directa de la vejiga luego de la evisceracion
del animal en cantidad de 3 ml en tubos tipo eppendorf libres de endonucleasas. Se usd una jeringa
estéril para cada animal. Las condiciones de envio fueron las mismas que las muestras de sangre,
previamente descritas. En cuanto a la conservacion también fue a -20°C, hasta que se enviaron a al

diagnostico correspondiente.

5.2.4.3 Diagnostico por PCR convencional

En el laboratorio las muestras de orina 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 estabilizada la muestra fueron conservadas a -20°C. El

protocolo de extraccidn descrito por Matamala (2018), consistio en utilizar 500 ul de buffer de lisis
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que contiene EDTA, SDS, TRIS y CINa 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.

La deteccion del material genético bacteriano se realiz6 por PCR convencional para el gen
hap 1 de 262 pb, perteneciente a Leptospira patdbgena (reverse  primer
“TGTTGGGGAAATCATACGAAC”; forward primer “GCAAGCATTACCGCTTGTGG”)
(Branger et al., 2005). 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. 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. Para la
visualizacién a partir de electroforesis, se coloco el gel sobre un transiluminador de luz UV para

determinar el peso molecular de las bandas de ADN.

5.2.5 Procesamiento y analisis de la informacion

Definicion de caso: se considerd un animal positivo a leptospirosis cuando un animal sea
positivo en PCR con o sin resultados positivos en MAT. Se consider6 un animal seropositivo cuando,
independientemente del resultado en PCR, manifestd presencia de anticuerpos por la reaccion de

aglutinacion con uno o mas serovares.

Se presentaron las variables de forma descriptiva, se usaron medidas de tendencia central y
dispersion para variables numéricas y frecuencias absolutas y relativas para variables categoricas.
Adicionalmente, se evalud la asociacion entre el sexo y la edad con respecto a la presencia animales
seropositivos a través de un analisis bivariado empleando la prueba estadistica Chi-cuadrado o Fisher
si no cumplen los supuestos de Cochran. En todos los casos se consider6 un nivel de significancia

del 5% y se emplearéa el programa estadistico R version 4.2.0.
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5.2.5.1 Variables de estudio

Tabla 1. Caracterizacion de las variables estudiadas.

Variable Definicion Categoria Unidades Instrumentos
Dependiente
Diagndstico de Presencia de Positivo Pruebas PCR
Leptospira spp. Leptospira patogena Negativo +-
Independientes
Raza Subdivisiones de Landrace - Observacion directa

una especie
bioldgica
Sexo Género del animal Macho M Observacion directa
Hembra H
Edad Tiempo de vida del >1 afio Afios Registros
animal <lafo
Procedencia Lugar de la especie Parroquia - Registros
Malacatos

5.2.6 Consideraciones éticas

Los animales fueron manejados con las normas para el cuidado y uso de animales en

investigacion segun el codigo orgéanico del ambiente (ROS, N 983, Ecuador).
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6 Resultados
Se estudiaron 90 cerdos de la raza Landrace (100%) destinados al faenamiento, de los
cuales la mayoria fueron machos (71,1%) con una edad menor a un afio (98,8%) de la parroquia
Malacatos (Tabla 2). Los resultados del diagndstico serologico de leptospirosis, de acuerdo a las
caracteristicas individuales se muestran a continuacion.

6.1 Frecuencia de deteccidn de anticuerpos contra Leptospirosis spp. en cerdos faenados en

la parroquia Malacatos, y factores asociados.

El 11,11% (10/90) de los animales faenados fueron seropositivos en la prueba de MAT
(>1/100), encontrdndose el mayor porcentaje en machos (7,78%) y en animales menores a 1 afio
(11,11%).

Tabla 2. Frecuencia de animales con presencia de anticuerpos contra Leptospira spp., y factores

asociados.
Negativo Positivo Total
Variables N % N % N % P —valor (< 0,05)
Sexo
Macho 57 63,33 7 7,78 64 71,11 0,93
Hembra 23 25,56 3 3,33 26 28,89
Edad
<1 afio 78 86,67 10 11,11 88 97,78 0,61
> 1 afio 2 2,22 0 0,00 2 2,22
Total 80 88,89 10 11,11 90 100

Las variables edad y sexo, no resultaron estar asociadas a la presencia de anticuerpos contra
Leptospira spp. en cerdos faenados en la parroquia Malacatos (p>0,05). Todos los animales
estudiados fueron de raza Landrace y procedentes de la parroquia Malacatos, por lo que estas

variables no se incluyeron en el andlisis estadistico.

6.2 Serovaresy titulos de anticuerpos identificados en MAT
La serologia permitio identificar 10 muestras con presencia de anticuerpos contra
Leptospira spp con titulos desde 1/100 hasta 1/400. La mayoria de animales (40%) reaccionaron al

serovar Bratislava con titulos de 1/100 y 1/200; sin embargo, los titulos mas altos se registraron en
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los casos positivos para el serovar Canicola. También se registraron casos positivos para los

serovares Icterohaemorrhagiae, Copenhageni y Pomona (Tabla 3).

Tabla 3. Serovares de Leptospira spp. identificados en cerdos faenados en el camal de la parroquia

Malacatos.
Serovares Titulacion Animales seropositivos
N %
Bratislava 1/100 3 30,00
1/200 1 10,00
Icterohaemorrhagiae ~ 1/100 2 20,00
Canicola 1/100 1 10,00
1/400 1 10,00
Copenhageni 1/400 1 10,00
Pomona 1/100 1 10,00
Total 10 100

6.3 Identificacion de Leptospira spp. en orina

Mediante el analisis PCR convencional no se identifico la presencia de Leptospira patdgena

en orina, pues no se encontrd amplificacion del gen hapl.
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7 Discusion

La leptospirosis es una enfermedad altamente transmisible y puede llegar a ser endémica en
diferentes paises del mundo impactando en el sistema de salud pablica (Galarde, 2017), y de manera
importante al sector pecuario de los paises.

La frecuencia de deteccion de anticuerpos contra Leptospira en cerdos faenados en la
parroquia de Malacatos fue del 11,11%. Un estudio similar realizado por Zambrano et al. (2020), en
Portoviejo (Ecuador) obtuvo como resultado un 16,52% de seroprevalencia en cerdos de crianza a
traspatio en una muestra aleatoria recolectada de las parroquias Alhajuela, San Placido, Calderén,
Rio Chico y Portoviejo. La seroprevalencia mayor detectada en el estudio citado, puede deberse a
las propias condiciones medioambientales que caracterizan a la provincia de Manabi, asi como al
momento en el que se realizo el estudio, que coincidio con el periodo seco del afio, en donde se
promueve el drenaje de aguas estancadas, lo que pudo influir en la supervivencia del agente en los
nichos ecoldgicos como fuentes de infeccion secundarias y en su interaccion con el hospedador.

Por otro lado, un caso con menor prevalencia se presentd en Brasil realizado en cerdos de
engorde en un estudio hecho por Petri et al. (2020), en el cual se reportd una seroprevalencia del 4,67
%, pese a que se incluyd un amplio panel de serovares en este estudio; los resultados pueden obedecer
a gque en el sistema de crianza intensivo se aplican medidas de bioseguridad méas controladas, que en
la crianza a traspatio, en donde la bioseguridad tiene falencias importantes, sobretodo en control de
roedores y fuentes de infeccion.

En Alemania, Strutzberg et al. (2018), reportaron una seroprevalencia mas elevada (20,20%)
e informaron que en los establos del lugar de estudio de estudio existieron roedores (reservorios de
la bacteria) y aguas estancadas, lo que favorecia la proliferacion y mantenimiento de Leptospira en
el lugar. Asimismo, en un estudio similar realizado en Vietnam por Lee et al. (2019), se obtuvo una
seroprevalencia general del 21,05 %, lo que fue atribuido a la falta de normas estrictas de
bioseguridad en sistemas intensivos y de grandes escalas de produccién, lo que incrementa las
oportunidades de encontrar la bacteria en el medio (Dinh, 2017).

7.1 Frecuencia de deteccion de anticuerpos contra Leptospirosis spp. en cerdos faenados en
la parroquia Malacatos, segun las variables estudiadas

Los factores que se analizaron en este estudio fueron la edad y el sexo, que si bien no
mostraron valores significativos (p < 0,05) en relacion a la deteccion de anticuerpos, existen algunos
estudios que sugieren lo contrario. Asi pues, Ngugi et al. (2019) en Kenia, han indicado que existe

una mayor prevalencia en hembras, lo que podria deberse al prolongado tiempo de exposicion de la
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cerdas en las granjas y a la transmision venérea usada como metodo de reproduccion en sistemas
tradicionales de crianza.

Con respecto a la edad, los resultados positivos coincidieron sobretodo en cerdos menores a
un afio, lo que podria explicarse, en parte, porque los cerdos son animales con un ciclo productivo
corto para la produccién de carne, por ende, el disefio de esta investigacion ha influido en la deteccion
de animales jovenes seropositivos. Respecto a la edad, Chiriboga (2019) menciona que los cerdos
menores a 1 afio parecen ser mas susceptibles a la bacteria en comparacion a otras edades en
explotaciones que cuentan con cerdos adultos que todavia no han sido vacunados, que mantienen
contacto con otras especies animales y que permanecen en areas posiblemente contaminadas.

Sin embargo, segun Putz & Nally (2020), todos los grupos de edad de los cerdos son
susceptibles. A pesar de que los valores p no fueron significativos en la presente investigacion para
las variables edad y sexo, es importante considerar que las cerdas de mayor edad presentan
condiciones asociadas al desgaste fisiologico y estrés reproductivo, que puede hacerlas mas
susceptibles a infecciones recurrentes (Silva et al., 2023).

Silva et al. (2023), en su estudio realizado en Argentina obtuvieron como resultado que los
porcinos con mayor presencia de Leptospira spp. en cuanto al sexo, son las hembras (23,15%), y en
cuanto al factor edad, el mayor nimero de casos positivos corresponde a los animales mayores a un
afo (87%). Por su parte, Chiriboga (2019), en su investigacion realizada en Quito, obtuvo en su
trabajo que el 60% de casos positivos tanto para el sexo (hembras) como para la edad (> 1 afio) tienen
una mayor predisposicion a infectarse con la bacteria. Estos resultados pueden deberse a que la
poblacién cuenta en su mayoria con hembras adultas que no han sido vacunadas contra la
enfermedad, o que el manejo de la vacuna pudo ser inadecuado (Cobos, 2024)

Por otro lado, una alta densidad de animales puede generar estrés, ademas de facilitar la
propagacion de enfermedades y la salud en general; por lo que la falta de protocolos estrictos de
bioseguridad, como la desinfeccidn regular, y la falta de control sobre la entrada de personas y
animales a la granja, aumenta el riesgo de introduccion y diseminacion de patégenos (Cusirramos &
Godoy, 2024).

A pesar que la densidad de la poblacion en una granja es un factor relacionado con el grado
de transmisién de agentes infecciosos, la seroprevalencia por Leptospira spp. tiende a ser baja en
sistemas de crianza intensivos en donde se mantienen programas de vacunacion adecuados, y
condiciones de bioseguridad controladas con altos estandares sanitarios (Parodi, 2020).

Aunque por el disefio de este estudio no se pudo conocer el tipo de crianza de los animales
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faenados, es probable que la mayoria de ellos provengas de crianza a traspatio, en donde los cerdos
estan mas expuestos a ambientes insalubres y en contacto con fuentes potencialmente contaminadas
como agua estancada o roedores, la prevalencia por lo tanto, suele ser considerablemente mayor,
como lo demuestra Zambrano et al. (2020), quien determino en su estudio que el 70 % (115/165) de
los animales positivos fueron de crianza en traspatio, mientras que en los sistemas de crianza
tecnificada, las prevalencias son mas bajas, refiriendose (30%) lo que se ha atribuido a que los niveles
de control de las explotaciones intensivas son mas rigurosos (Parodi, 2020).

En este estudio se obtuvo un 11,11% de los cerdos con anticuerpos contra Leptospira spp.,
que, aunque no deja de ser relevante, es una frecuencia menor a la reportada en otros estudios, por
lo que se hace necesario plantear investigaciones que permitan medir la enfermedad en las granjas,
en donde se puedan indagar factores asociados con la transmision como la frecuencia de contacto

con otras especies animales domeésticas y silvestres, asi como las condiciones de manejo sanitario.

7.2 Serovares y titulos de anticuerpos identificados en MAT

Lopez et al. (2021) y Cruz et al. (2018), mencionan que los cerdos son hospedadores de los
serovares Pomona, Tarassovi y Bratislava; en tanto que las ovejas mantienen Hardjo y Pomona; los
perros a Canicola; el ganado vacuno a Grippotyphosa, Pomona y Hardjo; y las ratas,
Icterohaemorrhagiae

El serovar detectado con mayor frecuencia en esta investigacion fue Bratislava con un total
de 4 animales (40%). Adicional a esto, se detectaron 4 tipos méas de serovares (Copenhageni,
Canicola, Icterohaemorragiae y Pomona). Asi también, Zambrano et al. (2021) detectaron
seropositividad para ocho tipos de serovares, siendo Canicola (6,5%) el mas frecuente. Guerrero &
Villavivencio (2019) por su parte, reportaron mayor presencia de Canicola y Australis.

Aunque Pedersen et al. (2017) menciona que los cerdos pueden infectarse por cualquier
serovar, los resultados de la presente investigacion, como los obtenidos en los trabajos citados
demuestran que los cerdos mantienen contacto con especies domeésticas, especialmente perros que
son reservorios del serovar Canicola que es un hallazgo constante en este tipo de estudios; y con
especies sinantrdpicas, sobretodo roedores que son considerados reservorios del patégeno (y
hospedadores de mantenimiento de Icterohaemorrhagiae y Australis), por lo que contaminan
ambientes influyendo en la transmision de la leptospirosis de manera directa o indirecta.

En una investigacion realizada en la ciudad de Guayaquil, Ecuador por Orlando et al. (2020),

en cerdos de centros de rescate se registraron titulos de 1/400 para el serovar Bataviae y para los
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serovares Canicola, Hardjo e Icterohaemorrhagiae titulos de 1/200. La vida silvestre podria actuar
como reservorio de Leptospira spp. patdgena y participar en la transmision de leptospirosis de un
ambiente silvestre a uno domeéstico (Vieira et al., 2017).

En Latinoamérica, especialmente en las zonas rurales, los animales domésticos que
deambulan libremente se exponen a enfermedades debido a la cercania que tienen con roedores u
otras especies animales, asi como por la ingesta de basura. De manera que, pueden llegar a compartir
su habitat con carnivoros silvestres, lo que ayuda a la transmision de enfermedades entre especies
(Rivas & Hurtado, 2022). Finalmente, es inevitable insistir en que la exposicion a Leptospira spp. se
produce gracias a que los animales infectados que contaminan la naturaleza a traves de la orina, en
donde se eliminan cantidades importantes de la bacteria (Orlando et al., 2020).

La transmision entre animales susceptibles puede incrementarse ain mas por la forma
silenciosa de la enfermedad, pues segun Jackson & Cockcroft (2007), aln con un nivel de anticuerpos
detectable, los animales pueden no mostrar ningan signo relacionado la enfermedad, por lo tanto,
estos animales aparentemente sanos se convierten en portadores del microorganismo.

Con respecto a la titulacion, titulos de 1/100 hasta 1/400 en Canicola y Copenhageni son
compatibles con una posible infeccion crénica; pues en casos agudos, los titulos tienden a aumentar
rapidamente, e incluso un solo titulo de 1/400 es relativamente bajo para leptospirosis aguda; en
donde suelen observarse titulos altos (>1/800 0 mas).

En la infeccidn cronica, el titulo puede permanecer en niveles bajos o estables como 1/400
durante un tiempo, mientras que en una infeccidén aguda se espera ver un aumento rapido de los
titulos entre la primera y segunda semana, sin embargo, por la naturaleza de este estudio, no se pudo
observar seroconconversion (Macaluso et al., 2022; Zambrano et al., 2021).

Por otro lado, Macaluso et al. (2022) en Italia identificaron serovares Sejroe y Australis con
(1/400) y Pomona (1/100 y 1/200), lo cual sugiere que los cerdos se encontraban en una etapa
temprana de infeccion o en una infeccion cronica. De acuerdo a los autores, con respecto a los
serovares Australis y Sejroe, estos podrian estar relacionados a una contaminacion accidental a partir
de perros y bovinos hacia los cerdos estudiados, convirtiéndolos en hospedadores accidentales, tal

como se ha expuesto en esta y otras investigaciones.

7.3 Deteccion de Leptospira en orina
En este estudio ningn animal resultd ser positivo a la PCR, esto puede obedecer al momento

de la infeccidn en el que fueron muestreados los animales, pues segun Sandoval et al. (2018) por la
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evolucion natural de la enfermedad, cuando se produce la aparicion de anticuerpos IgM la
bacteriemia es baja y las leptospiras pueden no eliminarse en cantidades detectables durante la
miccion. En otras palabras, el contacto con el agente induce la produccion de anticuerpos entre los
seis primeros dias, y esto no necesariamente coincide con la eliminacion de la bacteria (Fernandes et
al., 2020), en tanto que la cantidad de anticuerpos se reduce hasta niveles bajos o indetectables,
cuando la bacteria estéa presente en la orina y puede ser detectada en cultivos microbioldgico o traves
de pruebas moleculares (Latosinski et al., 2018).

Se ha documentado que los patrones de excrecion en cerdos pueden variar dependiendo del
serovar, estado inmunoldgico del animal, y condiciones ambientales (Ellis, 2015). La excrecién de
Leptospira en la orina puede durar desde semanas hasta meses, especialmente en cerdos jovenes, y
es particularmente alta en ambientes hiumedos que favorecen la supervivencia de las bacterias
(Scheinpflug et al., 2020). Ademas, algunos estudios sugieren que el estrés o cambios en el sistema
inmunoldgico pueden intensificar la excrecion en animales previamente infectados (Adler, 2015). La
vigilancia de la excrecion urinaria de Leptospira spp. en cerdos es crucial para el control de la
leptospirosis, ya que esta es una via clave de infeccion en explotaciones y areas agricolas cercanas
(Péfaur et al., 2022).
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8 Conclusiones
Se detectd la presencia de anticuerpos contra Leptospira spp. en el 11,11% de los cerdos
muestreados del presente estudio, los mismos que reaccionaron a 5 serovares que son:
Bratislava, Canicola, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae y Pomona, con titulos de 1/100
hasta 1/400
Las variables individuales de sexo y edad, no se asociaron a la presencia de anticuerpos contra
Leptospira spp. en cerdos.
Ningun caso fue positivo en las pruebas de PCR para deteccion de Leptospira patdgena en
orina.
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9 Recomendaciones

Se debe realizar vigilancias epidemioldgicas de la leptospirosis a nivel nacional para conocer
el estado actual de la enfermedad en estos animales domésticos, ya que los mismos forman
parte de la cadena de transmision al ser humano

Se recomienda que a la hora de realizar el manejo de todos los animales a faenar se tenga un
minucioso control de normas de bioseguridad ya que se desconoce el cuidado que recibieron
antes de llegar al camal

A la hora de analizar las muestras, utilizar pruebas de diagnostico directo y con una gran

sensibilidad a la enfermedad para que los resultados sean mas confiables
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Anexo 1. Hojas de resultados de las pruebas de MAT.
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