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1. Titulo

Deteccion de Leptospira spp. en bovinos en el centro de faenamiento del canton Catamayo de

la provincia de Loja



2. Resumen

La leptospirosis es una enfermedad zoonotica de distribucion mundial, que afecta a animales
domésticos y silvestres, y cuyo principal reservorio son los roedores. La leptospirosis bovina
causa numerosas pérdidas productivas y econdmicas y son necesarias las investigaciones sobre
su epidemiologia en el Ecuador. Los objetivos de esta investigacién fueron identificar la
presencia de anticuerpos contra Leptospira spp. en muestras de suero y del patdgeno en orina
en bovinos faenados en el canton Catamayo de la provincia de Loja, asi como también
determinar los factores asociados a la leptospirosis. Se tomaron muestras de suero y orina de
100 bovinos mayores a 3 afios, faenados durante los meses de noviembre y diciembre de 2022.
Las muestras fueron analizadas mediante serologia (MAT) y PCR convencional para el gen
hapl de 262 pb, respectivamente. La presencia de anticuerpos contra Leptospira spp. fue del
16 % (16/100) y se identificaron 8 serovares circulantes: Hebdomadis, Australis, Autumnalis,
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Canicola, Copenhageni y Bataviae; ningln animal
resulto positivo a la presencia de Leptospira patdgena en orina; y los factores sexo, raza, edad
y procedencia de los animales no estuvieron asociados a la presencia de la enfermedad. En
conclusién, hubo presencia de leptospirosis en los bovinos faenados en el canton Catamayo

aunque no se determinaron factores asociados a la misma.

Palabras clave: leptospirosis, MAT, PCR, Ecuador



2.1. Abstract

Leptospirosis is a zoonotic disease of worldwide distribution affecting domestic and wild
animals. And whose main reservoirs are rodents. Bovine leptospirosis causes numerous
productive and economic losses, and research on its epidemiology in Ecuador is necessary. The
objectives of this research were to identify the presence of antibodies against Leptospira spp.
in serum and urine samples of the pathogen in cattle slaughtered in the Catamayo canton of
Loja province, as well as to determine the factors associated with leptospirosis, we took serum
and urine samples from 100 cattle over three years old, slaughtered during the months of
November and December 2022, we analyzed the samples by serology (MAT) and conventional
PCR for the 262 bp hapl gene respectively. The presence of antibodies against Leptospira spp.
was 16 % (16/100), and we identified eight circulating serovars: Hebdomadis, Australis,
Autumnalis, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Canicola, Copenhageni and Bataviae; no
animal tested positive for the presence of pathogenic Leptospira in urine; and the factors sex,
breed, age, and origin of the animals were not associated with the presence of the disease. In
conclusion, we found the occurrence of leptospirosis in cattle slaughtered in Catamayo,

although we did not determine factors that are closely associated with the disease.

Keywords: leptospirosis, MAT, PCR, Ecuador



3. Introduccion

La leptospirosis es una enfermedad zoonotica reemergente de distribucion mundial que
tiene mayor prevalencia en paises tropicales, subtropicales y templados (Bertelloni et al., 2019)
y que es causada por bacterias patdgenas del genero Leptospira (Loureiro & Lilenbaum, 2020).
Estas bacterias infectan al ser humano y a una gran variedad de animales domésticos y
silvestres, pero los roedores se consideran los principales reservorios (Boey et al., 2019; Rajeev
et al., 2020). La infeccion en animales puede presentarse de forma sistémica aguda y grave, o
bien con poco efecto clinico (Ellis, 2015) y el diagnostico se realiza mediante pruebas para
detectar anticuerpos y pruebas para detectar a las leptospiras, sus antigenos o sus acidos
nucleicos en tejidos animales o en liquidos corporales (OIE, 2021).

La leptospirosis bovina causa pérdidas sobre la produccion animal y consecuentes
pérdidas econdmicas debido a multiples signos como repeticion del estro, nacimiento de
terneros débiles, aborto, infertilidad, disminucién de la produccion de leche y mastitis (Géngora
et al., 2022; Ibrahim et al., 2022). A estos efectos se suma el riesgo de infeccion accidental al
ser humano y las pérdidas econdmicas que se generan a causa de las bajas laborales, la pérdida
de productividad y capacidad de trabajo, y la adquisicidn de vestimenta de proteccidn y seguros
médicos para el personal en riesgo (Ibrahim et al., 2022).

Son pocas las investigaciones sobre la epidemiologia de la leptospirosis bovina que se
han llevado a cabo en nuestro pais, asi, la informacion de la que se dispone frecuentemente es
de las provincias de Loja y Manabi. En cuanto a diagnéstico molecular, en 2016 se obtuvo un
12,22 % de muestras positivas a la presencia de Leptospira spp. mediante PCR en ganado
lechero del canton Loja (Roman et al., 2016); mientras que en la provincia de Manabi se obtuvo
un 11,11 % de muestras positivas a la presencia del gen hapl de Leptospira (Revelo etal.,
2020).

Por otro lado, en la provincia de Manabi se report6é una seroprevalencia general a nivel
de hatos del 97,01 % Yy una seroprevalencia individual de 50,9 % en bovinos sacrificados en el
matadero del cantén Manta; en los dos casos, los serovares mas frecuentes fueron Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Bratislava y Canicola (Burgos, Pérez, Goicochea, et al.,
2019; Burgos et al., 2020). En el canton Loja se detectd una seroprevalencia del 74,83 %, con
mayor frecuencia de los serovares Bataviae cepa swart, Javanica, Sejroe, Canicola e
Icterohaemorrhagiae (Roman et al., 2014) y dos afios después se obtuvo un 58,60 % de animales
seropositivos para L. interrogans predominando los serovares Canicola, Sejroe y Hardjo

(Barragan, 2016); no obstante, no se han realizado investigaciones a nivel de matadero.



Por tanto, con el fin de obtener informacion epidemiol6gica que permita en lo posterior
instaurar programas de prevencién y control de la enfermedad, y que, a su vez, sirva como base
para el desarrollo de estudios futuros se plantearon los siguientes objetivos:

- Identificar la presencia de anticuerpos contra Leptospira spp. en bovinos faenados en el
cantén Catamayo de la provincia de Loja.

- ldentificar Leptospira patégena en orina de bovinos faenados en el cantén Catamayo de
la provincia de Loja.

- Determinar los factores asociados a la leptospirosis en bovinos faenados en el canton

Catamayo de la provincia de Loja.



4. Marco Tedrico

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica reemergente y aunque es de distribucion
mundial, tiene mayor prevalencia en paises tropicales, subtropicales y templados, donde las
condiciones ambientales son Optimas para la supervivencia del agente etiologico (Bertelloni
etal., 2019). Esta enfermedad es causada por bacterias patdgenas del género Leptospira
(Loureiro & Lilenbaum, 2020) que infectan al ser humano y a una gran variedad de animales
domésticos vy silvestres (Boey et al., 2019), causando infecciones subclinicas o con diversos
cuadros clinicos (Soares et al., 2020). La leptospirosis bovina causa importantes pérdidas
econdmicas tanto en las unidades de produccion de leche como en las de carne, a causa de
abortos, mortinatos, disminucion de la produccion lactea, infertilidad y nacimiento de terneros
débiles (Faine et al., 1999).

4.1. Etiologia
4.1.1. Clasificacion Taxonomica

El género Leptospira, proviene del griego leptos (fino o delgado) y del latin spira
(espiral) (Faine et al., 1999), pertenece a la familia Leptospiraceae, orden Spirochaetales, clase
Spirochaetia y filo Spirochaetes (Krieg et al., 2010).

4.1.2. Clasificacion Serologica

Se han identificado méas de 300 serotipos de Leptospira spp. que se clasifican en 28
serogrupos de acuerdo a la similitud serol6gica mediante la prueba de absorcion y aglutinacion
cruzada (CAAT) (Gongora et al., 2022). La clasificacion de serovares utiliza anticuerpos
policlonales contra los lipopolisacaridos (LPS) de la pared bacteriana o la prueba de
aglutinacion microscopica (MAT), que es una prueba estandar recomendada por la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) (Cosate et al., 2017).

Los serovares, ademdas de ser la unidad basica sistematica, tienen importancia
epidemioldgica por la asociaciéon que pueden tener con una especie animal con la que hayan
desarrollado una relacion comensal o levemente patogena (OMS, 2008). Asi, el ganado bovino
es huésped de mantenimiento de las cepas del serogrupo Sejroe, principalmente del serovar
Hardjo, del cual existen dos tipos genéticamente distintos, pero seroldégicamente
indistinguibles: Hardjoprajitno de la especie L. interrogans y Hardjobovis de la especie L.
borgpetersenii (Loureiro & Lilenbaum, 2020). Por otra parte, los bovinos son huéspedes
accidentales de los serovares Pomona, Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae, especie L.
interrogans (Alinaitwe et al., 2019; Ellis, 2015).



4.1.3. Clasificacién Genotipica

El genoma de Leptospira spp. es de aproximadamente 5000 kb, dividido en dos
secciones de 4400 kb y 350 kb con un contenido de GC de entre 35y 41 % (Godngora et al.,
2022). Graciasal analisis del genoma completo, Vincent et al., (2019) describieron la existencia
de 64 especies de Leptospira que podian clasificarse en 4 subclados: P1 (patdgenas), P2
(intermedias), S1 (saprofitas), S2 (no descrito aun y compuesto por Leptospira idonii y 4
especies nuevas filogenéticamente relacionadas a las saprofitas). Actualmente se reconocen 72
especies de Leptospira que pueden clasificarse en 3 clados de acuerdo a su nivel de virulencia:
P1 (patogenas), P2 (intermedias), S1 (saprofitas) (Abdullah et al., 2021).

4.2.  Caracteristicas de la Bacteria
4.2.1. Caracteristicas Morfoldgicas y Estructurales
Las bacterias del género Leptospira tienen forma helicoidal enrollada en direccién a las

manecillas del reloj, tienen una longitud de 6-20 pm y un diametro de 0,1 pm (Faine etal.,
1999) y presentan en uno o0 ambos extremos una curvatura leve caracteristica de las leptospiras
patdgenas (Bautista et al., 2019). No obstante, en condiciones desfavorables de crecimiento, las
leptospiras pueden adoptar una forma esférica (Zuerner, 2010). Debido a sus dimensiones
largas y delgadas, las células no tefiidas no son visibles bajo el microscopio 6ptico de luz y se
requiere microscopia de contraste de fase o de campo oscuro para su visualizacion (Zuerner,
2010).

Las leptospiras tienen una membrana externa muy fluida y unida débilmente a la célula
(se elimina facilmente con detergentes), que rodea el cilindro protoplasmico, que a su vez
facilita la motilidad de las bacterias (Bautista et al., 2019; Zuerner, 2010). La pared celular tiene
peptidoglicano que contiene el diaminoacido alfa, acido épsilon diaminopimélico. Finalmente,
tienen dos flagelos o filamentos axiales, necesarios para la motilidad, que se extienden desde
cada extremo de la célula y envuelven el cilindro protoplasmico en el espacio periplasmico
(Zuerner, 2010).

En las Figuras 1 y 2 se observan leptospiras usando la técnica de inmunofluorescencia

directa y usando microscopia electronica de barrido, respectivamente.



Figura 1. Cultivo puro de leptospiras utilizando inmunofluroescencia directa (IFD) (200X)
Nota. Adaptado de “Aislamiento de una cepa patogena de Leptospira de un rio urbano: Respuesta frente

a quinolonas fluoradas” (p. 144), por B. Brihuega, C. Auteri, G. Romero, L. Samartino, 2006, Rev. Med.
Vet, 87.

iy g Py yj

Figura 2. Leptospira interrogans cepa RGA obtenida por microscopia electronica de barrido
Nota. Adaptado de Leptospira and Leptospirosis (p. 295), por B. Adler, 2015, Springer.

4.2.2. Caracteristicas Microbiologicas
Las leptospiras son bacterias gramnegativas, moviles y aerobias estrictas (Bautista et al.,
2019) que crecen a una temperatura 6ptima de 28 a 30 °C y en un medio con un Phde 7.2a 7.6
enriquecido con vitaminas, acidos grasos de cadena larga y sales de amonio, siendo el medio
liquido de cultivo Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) el mas usado (Faine
et al., 1999). Su crecimiento en placas de agar es lento, las especies sapréfitas pueden formar
colonias en 10 dias, mientras que las patdgenas pueden tardar de 6 a 8 semanas. Las colonias

son difusas, no pigmentadas, claras a turbias y pueden formarse debajo de la superficie
(Zuerner, 2010).



Las leptospiras son sensibles a la radiacién ultravioleta, desecacion, pasteurizacion,
variaciones en el Ph (desactivandose cuando este es menor a seis 0 mayor a 8), y a varios
antisépticos y desinfectantes (Bautista et al., 2019). Son sensibles a una gran cantidad de
antibidticos incluidos betalactamicos (penicilina, ampicilina y amoxicilina), rifampicina,
tetraciclina y doxiciclina, cefalosporinas (cefotaxima y ceftizoxima), aminoglucésidos
(estreptomicina), macrolidos (eritromicina y azitromicina) y fluoroquinolonas (ciprofloxacina)
(Zuerner, 2010).

Por otra parte, son resistentes a las temperaturas en que se almacena el semen (Loureiro
& Lilenbaum, 2020). Experimentalmente, el serovar Icterohaemorrhagiae muere en 10 minutos
a una temperatura de 56 °C y en 10 segundos a 100 °C, ademas, sobrevive hasta 100 dias a -20
°Cy dado que es muy sensible a los acidos, pierde su motilidad en 15 minutos en soluciones de
HCL a 1:2000 (Instituto Nacional de Salud, 2000).

Las leptospiras pueden sobrevivir durante largos periodos de tiempo fuera del huésped
(Adler et al., 2011). Las fuentes de agua con baja luminosidad, Ph neutro o ligeramente alcalino
y con presencia de materia organica, son el medio perfecto para su supervivencia; asi, los focos
de leptospirosis mas importantes se encuentran en lagunas, riachuelos y bebederos que
congregan un gran numero de animales y se encuentran en condiciones de salubridad precarias
(Alonso et al., 2001; Jiménez, 2011).

4.3.  Transmision

Cuando las leptospiras penetran al organismo, pasan por via sanguinea a 6rganos
parenguimatosos como higado, bazo o rifion y permanecen en lugares donde la actividad de
anticuerpos es baja como humores oculares, Utero y tubulos renales. Las leptospiras llegan al
medio ambiente, principalmente, al ser eliminadas en la orina (Nally et al., 2018), aunque
también son excretadas en leche, fluidos fetales y placentarios, descargas uterinas y semen
(Loureiro & Lilenbaum, 2020).

Las leptospiras pueden ingresar al organismo por contacto directo con los fluidos
corporales mencionados anteriormente, o por contacto indirecto con suelo, agua y alimentos
contaminados (Favero etal., 2017). Los microorganismos generalmente ingresan por las
mucosas como las conjuntivas, cortes pequefios, abrasiones, piel hiUmeda o directamente por
via oral (Bautista et al., 2019). La transmision horizontal directa es la forma de transmisién mas
comun para serovares adaptados a la especie como es el caso del serovar Hardjo (Loureiro &
Lilenbaum, 2020); mientras que la transmision horizontal indirecta es mas importante en las
infecciones por serovares accidentales, pues otras especies hospedantes como los cerdos y la

vida silvestre actilan como reservorios de la bacteria (Correia et al., 2017). Finalmente, los
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animales también enferman por transmision vertical, tanto por via transplacentaria como por
via de la leche (Orjuela et al., 2022).
4.4. Patogenia
4.4.1. Fase Leptospirémica

La fase leptospirémica (Asensio et al., 2018), anictérica (Johnson, 2018) o bacteriémica
(Lau et al., 2018) es la etapa temprana (aguda) de la infeccion y se caracteriza por la presencia
de las leptospiras en sangre. Las leptospiras pueden llegar al torrente sanguineo en minutos
gracias al movimiento de torsién de los flagelos periplasmicos (Johnson, 2018). La bacteriemia
causada por las leptospiras es diferente a la causada por otros agentes bacteriémicos tipicos. Es
asi, que las leptospiras pueden camuflarse de la respuesta inmunitaria innata del huésped,
causando dafio antes de ser detectadas (Samrot et al., 2021).

Adhesion y Entrada Celular.- Aunque las leptospiras se consideran generalmente
patdgenos extracelulares, poseen factores de virulencia que les permiten adherirse, ingresar y
replicarse dentro de las células huésped (Samrot et al., 2021). La penetracién del endotelio de
los vasos sanguineos pequefios es el principal fendmeno patoldgico de la leptospirosis y pese a
que no se comprende completamente como ocurre, se infiere que las leptospiras pueden
translocarse entre células a través de monocapas polarizadas, pero no pueden hacerlo a través
de uniones celulares (Barocchi et al., 2002; Samrot et al., 2021).

Existen varias proteinas que permiten la adhesiéon de las leptospiras a las células
huésped. Estas proteinas pueden unirse no solo a los componentes de la matriz extracelular
(MEC) como la fibronectina, elastina, laminina y colageno, sino también a los reguladores del
complemento y al plasmindgeno mediante el uso de LigB y LipL32 (Samrot et al., 2021). Un
homologo de la proteina de entrada de células de mamifero (Mce), que normalmente se
encuentra en M. tuberculosis, también se encuentra en leptospiras patégenas y les permite
adherirse a las células huésped (Zhang etal., 2012). Gracias a todas estas proteinas, las
leptospiras se unen a celulas endoteliales, monocitos, células epiteliales renales y células de
fibroblastos, logrando colonizar, replicarse y sobrevivir en una amplia variedad de tejidos del
huésped (Samrot et al., 2021).

4.4.2. Leptospiruria

La leptospiruria (Asensio et al., 2018) o fase ictérica es la fase tardia de la enfermedad
(Lau et al., 2018) y se caracteriza por ser una forma sistémica y extremadamente grave que se
manifiesta con ictericia y complicaciones como insuficiencia hepatica, insuficiencia renal y
shock respiratorio (Samrot et al., 2021). La fase inmunitaria comienza de 7 a 10 dias después

de la primera aparicién de los sintomas y dura hasta 30 dias (Asensio et al., 2018).
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Dado que la enfermedad permanece sin tratamiento por un largo periodo de tiempo, las
leptospiras se vuelven muy invasivas y secretan grandes cantidades de enzimas que degradan
la membrana celular (Samrot et al., 2021). Ademas, se producen otras proteinas como ort6logos
de hemolisina y enzimas proteoliticas como colagenasa, metaloproteasa y termolisina, que son
necesarias para la degradacion de los componentes de la MEC (Nascimento et al., 2004). Como
respuesta, el sistema inmune produce grandes cantidades de citocinas y recluta muchos glébulos
blancos; sin embargo, esto no es util frente a la leptospirosis y puede conducir a una falla
multiorganica y muerte (Samrot et al., 2021).

4.4.3. Evasion del Sistema Inmunoldgico del Huésped y Factores de Virulencia

Conforme las leptospiras se unen a las células huésped, se liberan citocinas
(interleucina-6, interleucina-10 y TNF-a) y péptidos antimicrobianos (AMP) para limitar los
dafos invasivos que las bacterias causan; en respuesta, las células fagociticas engullen a las
leptospiras, mismas que pueden replicarse y sobrevivir en los fagolisosomas (Samrot et al.,
2021). De esta manera, el sistema inmunitario del huésped continta liberando cantidades
excesivas de citocinas, lo que termina como una respuesta destructiva (Cagliero et al., 2018).

Su alta motilidad y resistencia a las proteinas del complemento son mecanismos
evasivos de las leptospiras (Samrot et al., 2021). Otros factores de virulencia son su capacidad
para formar biopeliculas, alta estabilidad de su membrana externa (Johnson, 2018), biosintesis
activa de LPS, absorcién de hierro, respuesta innata al estrés y actividad de colagenasa (Bulach
& Adler, 2018). Finalmente, las proteinas del sistema de dos componentes (TCS) son
responsables de la virulencia de las leptospiras (Samrot et al., 2021).

4.5.  Caracteristicas Clinicas

Se puede clasificar a la leptospirosis bovina en: leptospirosis bovina incidental, causada
por serovares mantenidos por otros animales de vida libre o domésticos pero que finalmente
infectan a los bovinos; y leptospirosis bovina adaptada, causada por serovares mantenidos por
los bovinos como el serovar Hardjo (Ellis, 2015; OIE, 2021). Generalmente, las infecciones
incidentales dan como resultado una forma sistémica aguda y grave de la enfermedad; mientras
que las infecciones adaptadas suelen ser subclinicas o causan dafios minimos al huésped (Ellis,
2015). De acuerdo con Loureiro & Lilenbaum (2020), las dos formas dan como resultado una
leptospirosis cronica con trastornos reproductivos.

En la leptospirosis incidental se identifican con mayor frecuencia los serogrupos
Pomona, Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae y su transmision se asocia a cerdos, roedores y
animales salvajes (Delooz et al., 2018; Ellis, 2015). Las infecciones incidentales pueden causar

en los terneros formas agudas y severas que cursan con fiebre, depresion, disnea,
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hemoglobinuria, hematuria, ictericia, lagrimeo y mortalidad; mientras que en los bovinos
adultos causan altas tasas de abortos en los Gltimos estadios de la gestacion (Ellis, 2015) y los
fetos abortados muestran ictericia congénita (Delooz et al., 2018).

La leptospirosis adaptada es causada en su mayoria por cepas del serogrupo Sejroe. En
estas infecciones, la fase aguda de la enfermedad suele ser subclinica aunque en vacas lactantes
puede causar agalactia (Ellis, 2015); la fase cronica es mas comun (Loureiro & Lilenbaum,
2020) y se presenta de forma subclinica con aborto, pérdidas embrionarias tempranas y
repeticiones de estro (Libonati et al., 2018; Mori etal., 2017) dado que las cepas de Sejroe
presentan cierto nivel de adaptacion al tracto reproductivo (Rocha et al., 2018).

4.6. Lesiones Macroy Microscépicas

Las lesiones que se presentan en la leptospirosis bovina incluyen anemia, ictericia,
hemoglobinuria y hemorragias subserosas y submucosas (Radostits et al., 2006). Ademas, se
pueden presentar Ulceras y hemorragias en la mucosa del abomaso; el bazo se muestra color
rojo ladrillo; a nivel pulmonar se observan congestion y petequias en la mucosa y en casos
graves, hay edema pulmonar y enfisema (de Buen de Arguero, 2001; Trigo, 2011). El higado,
como se indica en la Figura 3, se ve inflamado y muestra una decoloracion bronceada/verde, lo
que sugiere retencién de bilis (Buergelt et al., 2017). Finalmente, como se ve en la Figura 4, el
rifdn presenta una superficie cortical de color gris-marrén con multiples focos blanquecinos
pequefios (Burgos et al., 2020). Muchos bovinos asintomaticos en los mataderos presentan
rifiones con manchas blancas que pueden ser resultado de infecciones bacterianas anteriores y

F.__D_plPig‘ro@ 8, publiShed bRCARE > '
Figura 3. Colestasis en higado de toro con leptospirosis
Nota. El higado tiene un tinte de bronce y estd agrandado. La canal se caracteriza por una decoloracion
amarilla (ictericia). Las heces tendran una decoloracion verde. Tomado de Bovine Pathology, a text and
color atlas (p. 184), por Buergelt et al., 2017, CABI.

y by C.D. Buetgelt, E.
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Figura 4. Nefritis intersticial en rifién de buey con leptospirosis

Nota. Se observan multiples focos blancos pequefios de inflamacion presentes en la superficie cortical.
Tomado de Bovine Pathology, a text and color atlas (p. 184), por Buergelt et al., 2017, CABI.

Histolégicamente, se observa nefritis intersticial focal o difusa con agregados de

linfocitos y células plasmaticas en el intersticio, necrosis hepatica centrolobulillar y en algunos

casos, lesiones vasculares en las meninges y el cerebro en infecciones subagudas a cronicas

(Buergelt et al., 2017; Radostits et al., 2006). En la Figura 5 se observa un caso de nefritis

tubulointersticial linfoplasmocitaria, que es la lesion mas comin asociada con infeccion cronica

por leptospirosis (Buergelt et al., 2017; Zachary, 2016). Como se muestra en las Figuras 6y 7,

las leptospiras pueden ser visibles en secciones tefiidas con plata, especialmente de los tubulos

contorneados proximales del rifién (Radostits et al., 2006).
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Figura 5. Nefritis tabulo-intersticial linfoplasmocitica en rifion de buey con leptospirosis

Nota. Las acumulaciones moderadas de linfocitos y células plasmaticas infiltran el intersticio. Los
tibulos contienen moldes de proteinas. Las células epiteliales tubulares se han secuestrado y estan
levemente infiltradas por linfocitos (H&E). Tomado de Bovine Pathology, a text and color atlas (p.

184), por Buergelt et al., 2017, CABI.



Figura 6. Esplroquetas en Ia pared tubular en rifion de toro con Ieptosp|r05|s'
Nota. Mediante la tincién de plata de Warthin-Starry se observan espiroquetas intralesionales. Tomado
de Bovine Pathology, a text and color atlas (p. 184), por Buergelt et al., 2017, CABI.

Figura 7. Esplroquetas oscuras en rifion de toro con leptospirosis
Nota. Mediante la tincion de plata de Warthin-Starry se observan espiroquetas. Tomado de Bovine
Pathology, a text and color atlas (p. 184), por Buergelt et al., 2017, CABI.

Los fetos bovinos abortados generalmente se autolisan a tal punto que no pueden
demostrarse lesiones ni bacterias (Radostits et al., 2006). A veces se puede observar ictericia,
liquido sanguinolento en cavidades, hemorragia y esplenomegalia (Follmer et al., 2017).

4.7. Diagnostico

El diagndstico de laboratorio de la leptospirosis puede ser complejo y como se presenta
en la Tabla 1, se realiza mediante dos tipos de pruebas: 1) aquellas que permiten detectar
anticuerpos y 2) aquellas que permiten detectar a las leptospiras, sus antigenos o sus acidos
nucleicos en tejidos o liquidos corporales. La eleccion de las pruebas a realizar depende del
objetivo del analisis y de la disponibilidad y experiencia para realizar las pruebas (OIE, 2021).

14



Tabla 1. Métodos analiticos disponibles para el diagnéstico de la leptospirosis y su propésito

Proposito
Demostrar _ Determinar
. Determinar el estado
Demostrar ausencia de Contribuir a . la inmunitario
Método ausencia de mfe(_:cmln en las politicas Confirmar prevalencia  en animales
infeccion en . ?jr)lr%a els de ::,as:os de la 0
la poblacién n thlduaI es erradicacion "% jnfeccion — poblaciones
de?SI::an?ieﬁos vigilancia tras Ia_ )
vacunacion
Pruebas para deteccidn de la respuesta inmunitaria
MAT - +++ + ++ +++ +
ELISA +++ - +++ +++ ++ +++

Pruebas para deteccion del agente

Aislamiento
e - +++ + +++ - -
identificacion
PCR - ++ - ++ - -

Nota. +++ = método recomendado para este propésito; ++ = método recomendado, pero con
limitaciones; + = puede utilizarse, pero en muy pocas circunstancias; - = no adecuado para este
propésito. PCR = reaccion en cadena de la polimerasa; MAT = prueba de aglutinacion microscopica;
ELISA = enzimoinmunoanalisis. Tomado de Manual de las Pruebas de Diagnéstico y de las Vacunas

para los Animales Terrestres 2021, por OIE, 2021, Comision de Normas Bioldgicas.

4.7.1. Serologia

Las pruebas seroldgicas permiten confirmar un diagnostico clinico, determinar la
prevalencia en un rebafio y realizar estudios epidemioldgicos. Los anticuerpos contra
leptospiras aparecen pocos dias despues del inicio de la infeccion y permanecen semanas, meses
y hasta afos; sin embargo, en animales infectados crénicamente los titulos de anticuerpos
pueden bajar a niveles indetectables (Desa et al., 2021; OIE, 2021).

Prueba de Aglutinacion Microscopica (MAT).- La prueba MAT es la prueba
seroldgica estandar para el diagnostico de leptospirosis (OIE, 2021) y consiste en la mezcla de
diluciones seriadas del suero animal con cultivos de distintos serovares de Leptospira para
detectar los anticuerpos aglutinantes en el suero problema (Faine et al., 1999). Esta prueba
utiliza antigenos vivos, por eso, para mayor sensibilidad se deben usar cepas representativas de
todos los serogrupos presentes en la region (Ellis, 1986).

La especificidad de la MAT es buena porque normalmente los anticuerpos frente a otras
bacterias no dan reaccion cruzada significativa con Leptospira; no obstante, si hay reacciones
seroldgicas cruzadas significativas entre serotipos y serogrupos de Leptospira, siendo probable

que los anticuerpos de un serotipo presente en un animal infectado, den una reaccion cruzada
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con otros serotipos. Asi, la serologia no permite identificar definitivamente el serotipo en una
infeccion individual o en un brote; pero, en areas donde se han descrito los serotipos presentes
mediante estudios de aislamiento, si puede sugerir el serotipo infectante (OIE, 2021).
Finalmente, los bovinos vacunados contra leptospirosis pueden tener anticuerpos frente a los
serotipos de la vacuna por lo que es importante considerar el registro de vacunacion de los
animales (Faine et al., 1999).

Interpretacion y Limitaciones.- Aunque se considera positivo un titulo de 1/100, dada
la alta especificidad de la MAT, pueden tomarse titulos menores como signo de exposicion a
Leptospira (OIE, 2021).

Para diagnosticar infeccion aguda en un animal debe demostrarse un aumento de cuatro
veces en los titulos de anticuerpos en muestras pareadas de sueros (una muestra del animal con
enfermedad aguda y otra muestra del animal ya recuperado); ademas, un diagndstico de
leptospirosis puede basarse en el hallazgo de titulos muy altos en un animal con un cuadro
clinico bien definido (OIE, 2021). La MAT tiene limitaciones en el diagndstico de la infeccion
crénica en animales individuales, tanto en el diagnostico de abortos como en la identificacion
de portadores renales o genitales, particularmente en infecciones por el serotipo Hardjo (Ellis,
1986). Cuando se toma como significativo un titulo de 1/100 o mayor, la sensibilidad de la
prueba es del 41 %, e incluso cuando el titulo significativo minimo se reduce a 1/10, la
sensibilidad solo es del 67 % (Ellis, 1986). La demostracion de anticuerpos en la sangre fetal
sirve de diagndstico pero los titulos son con frecuencia muy bajos (OIE, 2021).

La MAT tiene mayor uso como prueba de rebafio, pero se deben tomar muestras de 10
animales o del 10 % del hato, la que mayor sea. Para el diagndstico serol6gico deben
considerarse el serotipo infectante y el estado clinico: los animales infectados por el serotipo
Pomona presentan aborto relativamente pronto después de la infeccidn y la respuesta serolégica
consiste en un titulo alto; mientras que, dado que el aborto causado por el serotipo Hardjo es un
hecho cronico, la respuesta seroldgica varia entre animales seronegativos y animales con titulos
altos. Ademas, los animales pueden presentar caida en la produccién de leche durante la fase
aguda de la infeccion por Hardjo, asociado a titulos altos (OIE, 2021).

Enzimoinmunoanalisis.- Los ELISA para detectar anticuerpos antileptospiras se han
elaborado usando una serie de preparaciones antigénicas diferentes, protocolos de ensayo y
programas de ensayo que incluyen pruebas en placa y con tiras reactivas. Las preparaciones de
antigeno son preparaciones de células enteras o de la proteina de la membrana externa (OMP),
y recientemente se han desarrollado pruebas que utilizan OMP recombinantes. EI agente

utilizado define la especificidad de la prueba: los ELISA basados en OMP recombinantes son
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muy reactivos frente a anticuerpos contra todas las leptospiras patdgenas y no tienen valor en
estudios epidemioldgicos; mientras que, aquellos basados en antigenos lipopolisacaridos son
especificos de serogrupo y si son utiles en estudios epidemioldgicos (OIE, 2021).

Los ELISA que funcionan con IgM son Utiles en el diagnostico de la infeccion aguda.
También se han desarrollado ELISA para detectar anticuerpos contra el serotipo Hardjo en
leche; sin embargo, los animales vacunados contra este serotipo daran un resultado positivo a
estas pruebas (Pritchard, 2001). Aun no se dispone ampliamente de pruebas basadas en OMP,
que aunqgue pueden ser Utiles en el diagnostico de infecciones puntuales, no lo son en programas
de control de infecciones adaptadas, en las que los animales no producen respuesta frente a
proteinas de la membrana externa, o esta es muy débil, sino que la principal respuesta seroldgica
ocurre contra antigenos polisacaridos de la envoltura externa (Ellis et al., 2000). Una limitacion
al evaluar la mayoria de ELISA es la validacion, pues casi todos se han validado frente a la
MAT, que es una prueba imperfecta y tiene una sensibilidad menor al 50 % en algunas
infecciones crénicas (OIE, 2021).

4.7.2. Microbiologia

Aislamiento de Leptospira.- El aislamiento de leptospiras es un método muy especifico
pero con una sensibilidad baja (Loureiro & Lilenbaum, 2020) que requiere personal
experimentado, ausencia de residuos de antibioticos, ausencia de autolisis avanzada del tejido,
manejo adecuado Yy rapido de los tejidos para cultivo y orina con un pH adecuado (OIE, 2021).
Si no es posible enviar los tejidos o liquidos inmediatamente al laboratorio, se deben conservar
a 2-5 °C para evitar el crecimiento excesivo de otras bacterias y la autolisis; las muestran deben
enviarse en un medio de cultivo liquido o en una soluciéon al 1 % de albimina sérica bovina
(BSA) con 5-fluorouracilo a una concentracion de 100-200 pg/ml (OIE, 2021).

Las leptospiras deben cultivarse en un medio liquido o semisolido (agar al 0,1-0,2 %)
(Zuerner, 2010) con BSA o con Tween 80, como el medio EMJH, o una combinacion de Tween
80 y Tween 40 (Ellis, 1986; OIE, 2021). Las leptospiras patdgenas son susceptibles a la
contaminacion (Chideroli et al., 2017) que se puede controlar afiadiendo agentes selectivos
como 5- fluorouracilo, &cido nalidixico, fosfomicina y una mezcla de rifampicina, polimixina,
neomicina, 5- fluorouracilo, bacitracina y actidiona (Miraglia et al., 2009; Zuerner, 2010); no
obstante, estos agentes pueden reducir la posibilidad de aislamiento cuando haya pocas
leptospiras viables ademas de que algunas cepas no creceran en medios selectivos con multiples
antibidticos (OIE, 2021).

El aislamiento es un procedimiento complejo y largo (Cheuquepan et al., 2020). Los

cultivos deben incubarse a una temperatura de 30 + 2 °C durante 16 a 26 semanas y el tiempo
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para la deteccion de un cultivo positivo depende del serotipo y del nimero de microorganismos
presentes en la muestra; Pomona y Grippotyphosa pueden dar resultados positivos 7-10 dias
después de la inoculacion; mientras que Hardjo y Bratislava pueden tardar mucho mas (OIE,
2021). Se debe examinar los cultivos cada 1-2 semanas con un microscopio de campo oscuro y
una fuente luminosa de 100 vatios (da Costa Barnabé et al., 2023).

Técnicas de Tincién Inmunoquimicas.- Estas técnicas, que incluyen a la
inmunofluorescencia e inmunohistoquimica, permiten poner en evidencia la presencia de
leptospirasy son Utiles cuando se requiere un diagndstico rapido o cuando el material patoldgico
no es apto para cultivo. El éxito de estas pruebas depende del nimero de microorganismos
presentes, por lo que son poco apropiadas para diagnosticar el estado de portador crénico donde
el nimero de microorganismos puede ser muy bajo o localizado. Estas pruebas no identifican
el serotipo infectante a menos que se utilicen reactivos elaborados especialmente, y por tanto,
los resultados deben interpretarse junto a los resultados seroldgicos (OIE, 2021).

4.7.3. Molecular

Métodos de Deteccion del Acido Nucleico.- Las pruebas basadas en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) ofrecen alta sensibilidad y especificidad y son una herramienta
importante de diagndstico directo para detectar portadores individuales de leptospiras en el
ganado (Loureiro & Lilenbaum, 2020). La PCR en tiempo real es méas rapida que la PCR clasica
y s menos sensible a la contaminacion (Picardeau, 2013). Las pruebas se clasifican en dos
posibles grupos: aquellas que detectan los genes que estan siempre presentes en las bacterias,
como gryB, rrs (gen del ARNr de la subunidad 16S) y secY, y aquellas que detectan genes
restringidos a especies patdgenas de Leptospira, como lipL21, lipL32, lipL41, 18iga y ligB
(Thaipadungpanitet al., 2011). Estas pruebas no identifican el serotipo infectante, pero algunos
grupos de cebadores pueden permitir identificar la especie o cepa si se secuencian los
amplicones de la PCR. Los cebadores de la PCR mas indicados para usarse en el analisis de
muestras animales son los que se basan en el gen lipL32 (OIE, 2021).

La presencia de inhibidores de la amplificacion en las muestras puede causar falsos
negativos, especialmente muestras con autolisis o contaminadas con heces. Es importante poner
atencion al uso de muestras control apropiadas, asi como al disefio y volumen de trabajo del
laboratorio para prevenir la contaminacion de materiales (McCreedy & Callawayth, 1993). El
procesamiento de las muestras es determinante por lo que debe ser adecuado para el tejido,
liquido y la especie animal (OIE, 2021). La mayoria de protocolos estdn disefiados para

muestras de orina o tejido, pero la PCR se adapta facilmente a muestras de flujo vaginal, siendo
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muy importante para detectar portadores vaginales y estudiar su asociacion con trastornos
reproductivos (Loureiro & Lilenbaum, 2020).
4.8. Tratamiento

El tratamiento contra la leptospirosis tiene dos objetivos importantes: primero, controlar
la infeccion antes de que el higado y rifiones sufran dafios irreparables, y segundo, controlar la
leptospiruria de los animales portadores para que puedan permanecer en el grupo (Radostits
etal., 2006). Aunque las leptospiras son sensibles a diversos antibidticos, la
dihidroestreptomicina sigue siendo el antibiético mas recomendado para el tratamiento de la
infeccion (Loureiro & Lilenbaum, 2020).

Para el tratamiento de la leptospirosis bovina aguda se recomienda la administracion de
oxitetraciclina (10-25 mg/kg PV, IM, dos veces al dia) o dihidroestreptomicina (12,5 mg/kg
PV, IM, dos veces al dia durante tres dias) (Masmela & Gutiérrez, 2021; Radostits et al., 2006).
Ademas, se pueden realizar transfusiones sanguineas (5-10 1/450 kg PV) a los bovinos con
leptospirosis aguda que presenten anemia hemolitica exteriorizada con membranas mucosas
palidas, debilidad y taquicardia (Radostits et al., 2006).

En casos cronicos o endémicos se recomienda tratar simultineamente a todos los
animales susceptibles con dihidroestreptomicina (25 mg/kg PV IM) y vacunar al rebafio para
prevenir nuevos casos y evitar que las vacas prefiadas aborten (Radostits et al., 2006). Para
eliminar el estado de portador renal en bovinos se recomienda una dosis Unica de
dihidroestreptomicina (25 mg/kg PV, IM) (Radostits et al., 2006); sin embargo, en algunos
casos se requiere administrar la misma dosis una o dos veces al dia durante 3 dias (Loureiro &
Lilenbaum, 2020). También se pueden utilizar otros antibiéticos como oxitetraciclina (20
mg/kg PV, IM); tilmicosina (10 mg/kg PV, SC); y ceftiofur (2,2-5 mg/kg PV, IM una vez al dia
durante 5 dias, 0 20 mg/kg PV, IM una vez al dia durante 3 dias) (Loureiro & Lilenbaum, 2020).

4.9. Control y Prevencion

El control de la leptospirosis bovina es importante para prevenir la infeccion en los
animales y reducir las pérdidas econdmicas que se generan, ademas de minimizar el riesgo de
infeccion humana por contacto con animales infectados (Gonzalez & Rivera, 2015). En el caso
de infecciones por serovares no adaptados, el control se basa en reducir el contacto entre el
ganado vacuno y los animales silvestres o domésticos que acten como hospedadores de
mantenimiento de las distintas serovariedades (Garcia, 2002).

En el caso de infecciones por serovares adaptados, como el serovar Hardjo, el control

es complejo y requiere la combinacion de diferentes estrategias (Garcia, 2002):
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- Tratamiento antibidtico de los animales para eliminar el estado de portador renal y la
leptospiruria.

- Vacunacion de todos los animales con vacunas que contengan el serovar Hardjo.

- Implementacion de medidas higiénico sanitarias en la explotacion. Estas incluyen:
evitar compartir pastos con el ganado vacuno de otras explotaciones o con el ganado
ovino, realizar reposiciones propias o incorporar solo animales de explotaciones cuyo
estado sanitario sea conocido, evitar el uso de monta natural y finalmente, limitar el
acceso del ganado a fuentes de agua contaminadas.

La deteccién y eliminacion de animales portadores es complicada. Algunos animales
positivos a MAT no eliminan leptospiras en la orina, por lo que para determinar su estado como
portadores, es necesario repetir el examen de orina para detectar el organismo. En la practica,
los animales serolégicamente sospechosos y positivos se consideran portadores y deben
sacrificarse o tratarse (Radostits et al., 2006).

Si se logra la erradicacion, los animales nuevos deben pasar dos veces una prueba
seroldgica con intervalos de 2 semanas antes de ingresar a la manada. Si es posible, se debe
realizar un examen de orina para detectar leptospiras (Radostits et al., 2006); pero si no, se
puede administrar una dosis Unica de dihidroestreptomicina para eliminar un posible estado de
portador renal (Adugna, 2016).

Algunas medidas para prevenir la leptospirosis humana causada por contacto con el
ganado bovino incluyen: inmunizacion de los animales, limpieza de cobertizos y patios para
evitar aerosoles y salpicaduras de orina en los pisos, drenaje o cercado de areas humedas y
educacion de las personas expuestas al riesgo (veterinarios y trabajadores de granjas y centros
de faenamiento) sobre las fuentes de infeccion y la importancia del uso de ropa de proteccion
(Radostits et al., 2006).

4.10. Epidemiologia

La leptospirosis bovina es una enfermedad de distribucion mundial que esta presente en
todos los continentes a excepcion de la Antartida (Adler & De la Pefia, 2010); sin embargo, hay
diferencias en la distribucion geografica de los distintos serovares que pueden afectar al ganado
bovino (Gonzélez & Rivera, 2015).

Se han desarrollado diversos estudios para determinar la frecuencia de infeccion por
Leptospira spp. en todo el mundo. En paises de América del Norte como Estados Unidos y
Canada, se han reportado seroprevalencias entre 34 y 65 %; mientras que en paises de Europa
y de Oceania, como Australia y Nueva Zelanda, las seroprevalencias van entre 25y 65 % (Fang
et al., 2014; Peregrine et al., 2006; Subharat etal., 2012). En Africa, se ha reportado una
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seroprevalencia de 19 % (Dreyfus et al., 2017) y una prevalencia de Leptospira spp. del 8,8 %
en muestras de rifion y orina de bovinos faenados, hallandose las especies L. borgpetersenii y
L. kirschneri (Alinaitwe et al., 2019). En paises de Centroamérica y América Latina como
México y Colombia, se han reportado prevalencias de 88.2 % y 35 %, respectivamente, y en el
segundo caso, Hardjo fue el serovar mas frecuente (Islam et al., 2019; Yepes et al., 2022).
Finalmente, en Ecuador se han reportado seroprevalencias de 57,38 % y 74,83 % en las
provincias de Manabi y Loja, respectivamente, siendo Pomona el serovar identificado con
mayor frecuencia en el primer caso (Burgos, Pérez, Bulnes, et al., 2019; Roman et al., 2022).
4.10.1. Factores de Riesgo

Factores Relacionados con el Huésped.- Un factor de riesgo importante es la edad,
que se relaciona con el estado de portador renal, asi, los terneros son quienes excretan la mayor
cantidad de leptospiras en la orina y la mayoria de vacas mayores de tres afios no son
leptospiruricas (Ellis, 1983).

Factores Relacionados con el Ambiente y el Manejo.- La leptospirosis aparece con
mayor frecuencia en zonas con climas tropicales y subtropicales y principalmente en época de
lluvias (Valverde et al., 2021). Ademas, es mas frecuente y tiene peor prondstico en las granjas
de leche que en las de carne. Esto se asocia principalmente a 2 factores: 1) el ganado lechero se
maneja generalmente bajo sistemas intensivos 0 semiextensivos que conllevan mayor
hacinamiento y favorecen la transmisién de la enfermedad y 2) tras el parto, las crias son
separadas de las madres para ser introducidas nuevamente cuando alcanzan su primera
gestacion; es decir, que hay introduccién constante de animales no expuestos, totalmente
receptivos a la infeccién y que pueden infectarse en los momentos de mayor riesgo, haciendo
que las tasas de infeccion mas altas se produzcan entre los 2-3 afios de edad (Ellis, 1983;
Vanegas, 2018).

El manejo sanitario precario de las instalaciones, el hacinamiento de animales, el
pastoreo conjunto con ganado infectado u ovejas, el inadecuado control de roedores y otros
animales silvestres que contaminan alimentos, suplementos y fuentes de agua y el ingreso de
animales cuyo estado sanitario es desconocido son factores que contribuyen con la propagacion
de la enfermedad (Alonso et al., 2001; Samrot et al., 2021).
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5. Materiales y Métodos

5.1.  Areade Estudio
La investigacion se realiz6 en el Matadero Municipal del canton Catamayo, desde el 24
de noviembre hasta el 16 de diciembre del 2022. En este centro de faenamiento se sacrifican
bovinos provenientes de todos los cantones de la provincia de Loja. El cantén Catamayo se
ubica en la provincia de Loja, al sur del Ecuador. Limita al norte con la provincia de El Oro y
con el canton Loja, al sur con los cantones Gonzanama y Loja, al este con el canton Loja y al
oeste con los cantones Chaguarpamba y Olmedo. Sus coordenadas geogréaficas son 3°59°23"
Sur 79°22°09"" Oeste, se encuentra a una altitud de 1 268 m.s.n.m., su temperatura promedio
esde 24 °C a 26 °C y el clima es calido seco en la cabecera cantonal y subtropical himedo en
las parroquias (Municipio de Catamayo, 2022).
5.2. Procedimiento
5.2.1. Enfoque Metodologico
El enfoque metodoldgico de la investigacion fue cuantitativo porque la recoleccion de
datos se baso en la medicion y por tanto, los datos se representaron en forma de nimeros y se
analizaron estadisticamente (Hernandez et al., 2014).
5.2.2. Disefio de la Investigacion
El estudio fue de caracter observacional analitico y de corte transversal, para identificar
la presencia de anticuerpos contra Leptospira spp. y la presencia de Leptospira patdgena en
muestras de suero y orina, respectivamente, de bovinos faenados en el canton Catamayo de la
provincia de Loja y, ademas, determinar los factores asociados a la leptospirosis en estos
animales.
5.2.3. Tamafo de la Muestray Tipo de Muestreo
El tipo de muestreo aplicado en esta investigacion fue no probabilistico (por
conveniencia) con un tamafio de muestra de 100 animales. Este nimero fue calculado en
funcion de la capacidad de faenamiento del matadero, se muestrearon hasta un promedio de 6
bovinos diarios de lunes a viernes en un periodo de muestreo de 17 dias de acuerdo a la
planificacion academica de la institucion.
Para este estudio se tuvieron en cuenta bovinos mayores a 3 afnos, de cualquier sexo,
raza y canton de procedencia.
5.2.4. Variables de Estudio
La Tabla 2 muestra las diferentes variables del estudio, asi como las definiciones,

categorias, unidades de medida y los instrumentos de medida de las mismas.
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Tabla 2. Caracterizacién de las variables

Variables Definicién Categorias Unidades Instrumento
Dependiente
Resultado positivo/negativo

Presencia de anticuerpos

en serologia y/o PCR para la . Positivo 0 Pruebas MAT
deteccion de anticuerpos y ylo de L,eptosplra Negativo & y PCR
) ) patégena
de Leptospira patdgena
Independientes
Condicion organica, .
Sexo masculina o femenina, Hembra % Ob(sj(ia:g/eatglon
de los animales Macho
Grupos en que se
subdivide una especie Carne
Raza b|olog|ca_y cuyos Leche % Obsgrvamon
caracteres diferenciales Doble directa
se perpetuan por propdsito
herencia
Tiempo que ha vivido 3-6 afios o Cronologia
Edad un animal 6-9 arios & dentaria
>9 afios

Lugar de origen de los Catamayo

Procedencia imal .
animales Otro cant6n

% Registros

5.2.5. Métodosy Técnicas

Registro de Informacion.- Previo a la toma de muestras clinicas, los animales fueron
identificados con codigos que se manejaron en hojas de registro (Anexo 1), en donde ademas
se documento la fecha de muestreo e informacion respecto al sexo, raza, edad y canton de
procedencia de los bovinos.

Toma de Muestras de Sangre.- Las muestras de sangre de cada animal se tomaron en
tubos vacutainer tapa roja en cantidad de 9 ml a partir de puncion de la vena coccigea. Luego
fueron numeradas y transportadas a una temperatura aproximada de 4 °C hasta el Laboratorio
de Diagndstico Veterinario de la UNL, en donde fueron centrifugadas durante 5 minutos a 1
500 RCF para la obtencion de sueros sanguineos.

Los sueros obtenidos se colocaron por duplicado en tubos eppendorf libres de
endonucleasas y se conservaron a -20 °C en el Centro de Biotecnologia de la UNL, hasta su
envio a los laboratorios de la Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario

(AGROCALIDAD) en donde se realizé el diagnéstico seroldgico de leptospirosis.
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Toma de Muestras de Orina.- Las muestras de orina se tomaron mediante puncion
directa de la vejiga luego de la evisceracion de cada animal, en cantidad de 2,5 ml en tubos tipo
eppendorf libres de endonucleasas. Las muestras fueron transportadas hacia la UNL en las
mismas condiciones previamente descritas para las muestras de sangre.

Las muestras fueron conservadas a -20 °C en el Centro de Biotecnologia de la UNL
hasta su envio al Laboratorio de Leptospira de la Universidad Técnica de Manabi en donde se
realizo el diagnostico de leptospirosis por PCR.

Diagnostico Seroldgico.- El suero sanguineo se sometio al analisis de Aglutinacion
Microscopica (MAT) de acuerdo a lo sugerido por el manual del cédigo terrestre de la OIE
(2021). EI proceso se llevé a cabo en los laboratorios de la Direccién de Diagnoéstico Animal
de AGROCALIDAD.

Se us6 un panel de 16 serovares de Leptospira (lcterohaemorrhagiae, Pomona,
Canicola, Hardjo, Grippotyphosa, Wolffi, Tarassovi, Copenhageni, Australis, Pyrogenes,
Hebdomadis, Cynopteri, Autumnalis, Saxkoebing, Sejroe, Bataviae). La interpretacion se
realiz6 mediante la observacion de aglutinacion bajo microscopio de campo oscuro,
considerando un punto de corte de 1/100. Las muestras positivas en la fase de screening se
titularon en diluciones dobles hasta un punto final de 1:1600; en el caso de co-aglutinaciones
se tomo como positivo el serovar con la titulacion més alta (OIE, 2021).

Diagnostico por PCR convencional.- En el laboratorio, las muestras de orina fueron
sometidas a un proceso de estabilizacién y concentracion siguiendo el protocolo establecido
por Stoddard (2013). La deteccion del material genético bacteriano se realiz6 por PCR
convencional para el gen hapl de 262 pb, perteneciente a Leptospira patdgena (reverse primer
“TGTTGGGGAAATCATACGAAC”; forward primer “GCAAGCATTACCGCTTGTGG”)
(Branger et al., 2005). La amplificacion de PCR consistié en un ciclo inicial de 5 mina 95 °C
seguida de 45 ciclos de 15 seg a 94 °C, 35seg 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 visualizacion a partir de electroforesis, se coloco el gel sobre un
transiluminador de luz azul (safe imagen 2.0 Invitrogen) para determinar el peso molecular de
las bandas obtenidas del producto de PCR utilizando un marcador de peso molecular de 50 pb.

5.3.  Definicion de Caso

Se considerd un caso positivo a cualquier animal con resultado positivo en MAT y/o

PCR.
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5.4. Procesamiento y Andlisis de la Informacion
Las variables se presentaron de forma descriptiva y se usaron frecuencias absolutas y
relativas para las variables categoricas. Adicionalmente, se evaludé la asociacién entre los
factores sexo, raza, edad y procedencia de los animales y la presencia de leptospirosis a través
de un analisis bivariado empleando la prueba estadistica Chi-cuadrado o Fisher y considerando
un nivel de significancia del 5 %. Se emplearon la hoja de calculo Microsoft Excel versién 2019
y el programa estadistico R versién 4.2.2.
5.5.  Consideraciones Eticas
El presente estudio fue de tipo observacional, por lo que no se realizd ninguna
intervencién o administracion de un producto o farmaco en los individuos. En tal sentido, no

existieron riesgos o alteraciones en la salud y bienestar para los animales.
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6. Resultados

6.1.  Caracteristicas de los Animales Estudiados
Del total de animales muestreados, la mayoria fueron hembras (62 %); casi el total
fueron animales de doble proposito (96 %); la mayor parte tuvieron una edad de entre 3-6 afios
(60 %) y un tercio del total fueron provenientes del canton Catamayo (34 %) (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas de los bovinos faenados considerados para el estudio (n=100)

Caracteristicas N (%)
Sexo
Hembra 62 62
Macho 38 38
Raza
Doble propdsito 96 96
Carne 4 4
Edad
3-6 afios 60 60
6-9 afios 31 31
> 9 afios 9 9
Procedencia
Calvas 29 29
Catamayo 34 34
Espindola 1 1
Gonzanama 3 3
Loja 8 8
Olmedo 20 20
Paltas 3 3
Quilanga 2 2

6.2.  Frecuencia de la Infeccion por Leptospira spp.

El 16 % de los animales estudiados fueron positivos a la presencia de anticuerpos contra
Leptospira spp. mediante el analisis MAT; mientras que ningun animal resulté positivo a la
presencia de Leptospira patdgena en orina mediante la prueba PCR (0 %).

Se identificaron ocho serovares circulantes: Hebdomadis, Australis, Autumnalis,
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Canicola, Copenhageni y Bataviae. De los 16 animales

seropositivos, 2 casos presentaron coaglutinaciones con la misma titulacién (Tabla 4).

26



Tabla 4. Serovares de Leptospira circulantes en bovinos faenados en el camal municipal del canton
Catamayo de la provincia de Loja (n=100)

Animales seropositivos

Serovares Titulos

N %

Hebdomadis 1/100 3 3
1/200 1 1

Australis 1/100 2 2
1/400 1 1

Autumnalis 1/100 1 1
1/400 1 1

Icterohaemorrhagiae 1/100 1 1
Grippotyphosa 1/100 1 1
Canicola 1/400 1 1
Copenhageni 1/100 1 1
Bataviae 1/100 1 1
Hebdomadis-Bataviae 1/100 1 1
Canicola-Bataviae 1/100 1 1
Total 16 16

6.3.  Factores Asociados a la Presencia de Anticuerpos por Leptospira spp.

Del total de bovinos seropositivos (16), la mayoria fueron hembras, todos fueron de
doble propésito, la mayoria tuvieron edades entre 3-6 afios y mas de un tercio fueron
provenientes del cantén Catamayo.

Al no existir casos positivos mediante la técnica de PCR (hapl), se emplearon los
resultados de serologia para realizar el analisis de factores asociados; por lo que los resultados
que se muestran a continuacion deben ser analizados con precaucion.

No existio diferencia significativa (p > 0,05) entre la presencia de anticuerpos contra
Leptospira spp. y las variables sexo, raza, edad y cantén de procedencia, por lo que no se
consideraron factores asociados a la enfermedad (Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas asociadas a seropositivos en el analisis bivariado (n=100)

L. Negativos (n=84 Positivos (n=16
Caracteristicas N g ( 0/)0 N ( 0)/0 p valor
Sexo 0,58
Hembra 51 82,26 11 17,74
Macho 33 86,84 5 13,16
Raza 1,00
DP 80 83,33 16 16,67
C 4 100 0 0
Edad 0,84
3-6 49 81,67 11 18,33
6-9 27 87,10 4 12,90
>9 8 88,89 1 11,11
Procedencia 0,92
Calvas 25 86,21 4 13,79
Catamayo 27 79,41 7 20,59
Espindola 1 100 0 0
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7. Discusion

El 16 % (16/100) de los animales de este estudio fueron positivos a la presencia de
anticuerpos contra Leptospira spp., o que no coincide con estudios previos desarrollados en el
pais que han reportado seroprevalencias mayores. En estudios realizados en ganaderias bovinas
de las provincias de Loja y Manabi se han obtenido seroprevalencias del 74,83 % y del 56,21
%, respectivamente (Pérez etal., 2020; Roman et al., 2022; Roman & Chavez, 2016); estas
seroprevalencias elevadas podrian deberse a medidas de bioseguridad deficientes asi como a la
presencia de mamiferos domésticos y silvestres en los establecimientos. Por otro lado, Burgos
et al., (2020) reportaron una seroprevalencia alta del 50,9 % en bovinos sacrificados en el
cantdn Manta; atribuida posiblemente a que la investigacion se desarrollé durante los meses
lluviosos del afio, que favorecen la transmision de la enfermedad.

Fuera del pais se han reportado resultados de 54,2 % en Colombia (Pulido et al., 2017),
resultados mas bajos en Brasil (Guedes et al., 2019; Pimenta et al., 2019) y resultados del 0%
en Chile (Matamala, 2018). Esto demuestra la distribucion mundial de la enfermedad y resalta
la importancia de implementar medidas de control efectivas para reducir su prevalencia.

El serovar encontrado con mayor frecuencia en este estudio fue Hebdomadis, cuyo
hospedador de mantenimiento son los marsupiales (Cilia et al., 2021); llama la atencién la alta
frecuencia de animales seropositivos a este serovar puesto que no se considera uno de los de
mayor circulacion en el pais (Burgos, Pérez, Bulnes, et al., 2019). En estudios realizados en
Ecuador (Burgos et al., 2020; Pérez et al., 2020) y en paises vecinos como Colombia (Pulido
et al., 2017) se ha reportado la presencia de Pomona e Icterohaemorrhagiae como los serovares
mas frecuentes en bovinos.

En este estudio también se encontraron, aunque con menos frecuencia, los serovares
Australis, Autumnalis, Icterohaemorrhagiae y Copenhageni, cuyos hospedadores de
mantenimiento son las ratas; asi como también Grippotyphosa, adaptado a los bovinos y
marsupiales; y Bataviae y Canicola, cuyos reservorios son los perros (Bharti et al., 2003; Levett,
2001; Zamora & Riedemann, 1999). El hallazgo de anticuerpos contra los serovares citados
anteriormente podria atribuirse a la presencia de sistemas de produccion extensivos, que
permiten el contacto cercano entre los bovinos de este estudio y otros mamiferos domésticos y
silvestres, que actian como hospedadores de mantenimiento de los serovares encontrados y
favorecen su transmision.

El 81,25 % de los animales seropositivos presentaron titulos de anticuerpos de entre

1/100y 1/200. Resultados similares se obtuvieron por Burgos, Pérez, Bulnes, et al (2019) donde
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entre el 70 % y el 100 % de los animales positivos presentaron los mismos titulos de
anticuerpos. Estos titulos pueden ser indicativos tanto de infecciones nuevas como de
infecciones crénicas; en este estudio se relacionan mas a infecciones nuevas puesto que ningun
animal fue positivo como portador renal. Por otro lado, el 18,75 % de los bovinos seropositivos
presentaron titulos de anticuerpos de 1/400, que pueden sugerir la presencia de infeccion aguda;
sin embargo, para confirmarla es necesario tomar sueros pareados que permitan conocer la
dindmica de produccion de anticuerpos.

La presencia de Leptospira patogena en orina analizada mediante PCR convencional
para deteccion del gen hapl, fue del 0 % (0/100) en este estudio. Esto difiere de otras
investigaciones en bovinos que han reportado frecuencias de 4,17 % (1/24) (Pimenta etal.,
2019) y 14,9 % (31/208) (Guedes et al., 2019) mediante PCR convencional para deteccién del
gel hapl de especies patogenas y del gen 16S rRNA de especies patogenas e intermediamente
patdgenas. Es asi, que las diferencias entre estudios podrian estar asociadas al gen detectado.
Por otro lado, los resultados bajos de este estudio podrian deberse a que la cantidad de
leptospiras patdgenas en las muestras fue inferior a la necesaria para su deteccion mediante
PCR convencional. De acuerdo a la OIE (2021), el que no se detecte leptospiras en la orina no
es suficiente para descartar la posibilidad de que un animal sea portador renal crénico y solo
indica que este no excretaba cantidades detectables de leptospiras al momento del examen. Asi
mismo, este resultado podria sugerir que los animales seropositivos presentaron anticuerpos por
vacunacion.

Los factores sexo, raza, edad y procedencia de los animales no estuvieron asociados a
la presencia de leptospirosis bovina en este estudio. Las investigaciones realizadas para
determinar si el sexo es un factor asociado a la infeccion por Leptospira han arrojado resultados
contradictorios. Por un lado Vanegas (2018) no encontr6 asociacion entre el sexo y la presencia
de la enfermedad; mientras que en un estudio realizado por Guzman (2017) las hembras
muestran mayor seropositividad, esto posiblemente debido a que deben atravesar procesos
fisioldgicos que inmunosuprimen a los animales como el parto y la lactancia, ademas de que
durante el ordefio y parto estan expuestas a la entrada del agente infeccioso por via percutanea.

Con respecto a la raza, Guzman (2017) sugiere que las razas lecheras son mas
susceptibles a la infeccion frente a las razas de carne y a los animales de doble propésito, debido
a que son criadas en sistemas intensivos o semi-intensivos que favorecen la transmisién de las
leptospiras. De forma distinta, Desa et al., (2021) reportaron que la raza no es un factor de

asociacion.
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Para la edad también hay resultados contradictorios. Mientras que para Vanegas (2018),
la edad no fue un factor de asociacion a la presencia de leptospirosis, para Pérez et al., (2020)
y Desa et al., (2021) si lo fue, reportando asi una seropositividad mayor entre bovinos mayores
de tres afios que en aquellos menores. Esto podria deberse a que los animales mayores han
estado posiblemente expuestos a la enfermedad y su sistema inmune esta mas desarrollado. Por
otro lado, la edad de los animales parece estar relacionada con el estado de portador renal y se
sugiere que en su mayoria, los terneros excretan leptospiras en la orina y las vacas mayores de
tres afios no son leptospiruricas (Segura et al., 2003).

Finalmente, respecto al lugar de procedencia, Pérez et al., (2020) en una investigacion
desarrollada en la provincia de Manabi, obtuvieron una mayor seroprevalencia de leptospirosis
en uno de los cantones de estudio, reforzando el planteamiento de que la distribucion de la
leptospirosis depende de las caracteristicas geograficas y ambientales como la precipitacion,

humedad relativa, temperatura, altitud y tipo de suelo (Costa et al., 2015).

31



8. Conclusiones

La presencia de anticuerpos contra Leptospira spp. fue del 16 % (16/100) mediante la
prueba de aglutinacion microscopica (MAT) y se identificaron anticuerpos contra 8
serovares: Hebdomadis, Australis, Autumnalis, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa,
Canicola, Copenhageni y Bataviae.

El 0 % (0/100) de los bovinos muestreados fueron positivos a la presencia de Leptospira
patégena en orina mediante la prueba PCR, esto puede deberse a que los animales no
eliminaron bacterias en el momento de la toma de muestra o a que las cantidades de
leptospiras patdgenas en las muestras fueron inferiores a las requeridas para su
deteccion.

Las variables sexo, raza, edad y procedencia de los animales no se consideraron factores
asociados a la presencia de la enfermedad en los bovinos faenados en el canton

Catamayo de la provincia de Loja.
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9. Recomendaciones

e Serecomienda replicar la investigacion en el resto de cantones de la provincia de Loja
para asi ampliar la informacion epidemioldgica de la enfermedad y poder instaurar
programas de prevencién y control de la misma.

e Colaborar con personal médico autorizado en la vigilancia de la leptospirosis en los

grupos de personas en riesgo como las que trabajan en el centro de faenamiento.
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