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1. Titulo

“Diagndstico de leptospirosis genital en hembras bovinas faenadas en el canton Loja”



2. Resumen

La leptospirosis bovina es una enfermedad zoonGética, de curso agudo y de distribucion
mundial, producida por diversas serovariedades de Leptospira patégena, que influye en la
economia de la industria pecuaria debido a los abortos, infertilidad y disminucion de la
produccion de leche, produciendo pérdidas econdmicas significativas, por lo que el estudio
de la leptospirosis genital resulta de gran importancia. De esta manera, los objetivos de ese
trabajo fueron: 1). Detectar la presencia de Leptospira spp. en el tracto reproductor de
hembras bovinas; y, 2). Determinar la frecuencia de leptospirosis genital en hembras bovinas
faenadas en el cantdén Loja. Para ello, se tomaron muestras de lavado uterino y aspirado
folicular a 50 hembras bovinas faenadas, entre noviembre y diciembre del 2022. La deteccion
de la bacteria se realiz6 por el método de PCR convencional para detectar la presencia del
gen hapl de 262 pb, de Leptospira patdgena. Finalmente, se detectd el material genético de
la bacteria a partir de foliculos ovéricos de 4 vacas (8%), mientras que en las muestras de
(tero no se registraron resultados positivos. Los resultados constituyen una linea base para
futuras investigaciones, que permitan comprender con mayor profundidad la patogenia de
enfermedad y sus repercusiones a nivel reproductivo y la frecuencia con que se presenta, con
el fin de establecer un programa de control organizado a nivel local y regional.

Palabras clave: foliculo ovérico, leptospirosis genital, Leptospira spp., Gtero.



Abstract

Bovine leptospirosis is a zoonotic disease, which is of acute course and worldwide spreading,
is produced by various serovars of pathogenic Leptospira, thus affecting the economy of the
livestock industry due to abortions, infertility and decreased milk production, causing
significant economic losses; therefore, the study of genital leptospirosis is of great importance.
Hence, this paper’s objectives were: 1). To detect the presence of Leptospira spp. in the
reproductive tract of bovine females; and, 2). To determine the frequency of genital
leptospirosis in bovine females slaughtered in the canton of Loja. For this purpose, it was
taken samples of uterine lavage and follicular aspirate from 50 slaughtered bovine females
between November and December 2022. The detection of the bacterium was performed
through the conventional PCR method to detect the presence of the 262 bp hapl gene from
pathogenic Leptospira. Finally, the genetic material of the bacteria was detected from ovarian
follicles of 4 cows (8%), while in the uterus samples no positive results were recorded. The
results constitute a baseline for future research, which allows a deeper understanding of the
pathogenesis of the disease and its repercussions at the reproductive level and the frequency
with which it occurs in order to establish an organized control program at the local and regional
levels.

Key words: ovarian follicle, genital leptospirosis, Leptospira spp., uterus.



3. Introduccion

La falta de informacién de los productores ganaderos y médicos veterinarios sobre la
presencia de enfermedades infecciosas reproductivas en el ganado bovino, y por ende formas
de control y prevencién, contribuyen en el incremento de pérdidas productivas y econdémicas
dentro de la ganaderia.

La leptospirosis es una enfermedad infectocontagiosa que en los rumiantes genera,
entre otros, problemas reproductivos como abortos, retencion placentaria, metritis, nacidos
débiles, infertilidad y baja produccion de leche (Rivera, 2001). Ademas, esta enfermedad es
un grave problema de salud publica por ser de caracter zoondtico, lo que ocasiona pérdidas
economicas debidas a las bajas laborales, pérdida de productividad, capacidad de trabajo,
etc. (Ibrahim et al., 2022).

Recientemente se ha descrito a la leptospirosis genital bovina como un sindrome poco
estudiado y consecuente de la bacteriemia dentro de la patogenia de la enfermedad, de esta
forma, representa una enfermedad reproductiva silenciosa y crénica caracterizada por la
muerte embrionaria que conduce a la repeticion y la subfertilidad (Loureiro y Lilenbaum,
2020). y es posible que el aborto ocurriera durante una fase aguda al comienzo de la infeccién
por leptospiras, la infeccion se vuelve crénica y los signos reproductivos pueden evolucionar
hacia una subfertilidad prolongada (Ellis, 2015).

Por lo indicado anteriormente, en la presente investigacibn se plantearon los
siguientes objetivos especificos: 1). Detectar la presencia de Leptospira spp. en el tracto
reproductor de hembras bovinas; y, 2). Determinar la frecuencia de leptospirosis genital en
hembras bovinas faenadas en el cantén Loja. La informacién derivada de esta investigacion
servir4 para comprender, en parte, las manifestaciones reproductivas de la enfermedad en

bovinos, y a la vez para proponer estrategias de prevencién y control de la enfermedad.



4. Marco Tebrico

La leptospirosis es una enfermedad epidemiolégicamente compleja, causada por
bacterias patdgenas de género Leptospira spp. (Céspedes, 2005). El agente patdgeno infecta
a los seres humanos y a diversos animales domésticos y silvestres, produciendo infecciones
subclinicas o con numerosos cuadros clinicos (Boey et al., 2020). En el ganado bovino en
particular, se presenta con una variedad de manifestaciones clinicas, que van desde sintomas
agudos e hiperagudos caracterizados por fiebre, hematuria, hemoglobinuria, meningitis e
incluso la muerte, hasta manifestaciones cronicas caracterizados por falla reproductiva
(Masmela y Gutiérrez, 2021).

A diferencia de la enfermedad clinica aguda en humanos y animales domésticos,
la leptospirosis en el ganado se presenta como una infeccion crénica, que conduce a
problemas reproductivos como abortos, muerte embrionaria temprana y mortinatos, ademas
causa importantes pérdidas econdémicas tanto en unidades de produccion de leche como en
las de carne (Bautista et al., 2019). Algunos estudios experimentales en bovinos desde hace
ya algunas décadas han revelado que el aborto no ocurre en todos los animales infectados,
pero que las leptospiras estan presentes en todos los abortos (Rocha et al., 2018).

Recientemente, se describié un sindrome distinto denominado leptospirosis genital
bovina (BGL) (Loureiro y Lilenbaum, 2020), que representa una enfermedad reproductiva
silenciosay crénica caracterizada por la muerte embrionaria (ED), que conduce a la repeticion

del estro y la subfertilidad (Aymée et al., 2021).

4.1. Etiologia
4.1.1. Clasificacion taxon6micay seroldgica

Leptospira pertenece a la familia Leptospiraceae, orden Spirochaetales, clase
Spirochaetia y filo Spirochaetes (Krieg et al., 2010). La clasificacion de la bacteria es
compleja, incluso dificil de entender, ya que existen sistemas de clasificacion basados en

diferentes criterios: genéticos, fenotipicos o antigénicos (Barragén, S. (2016)

Se han descrito mas de 300 serotipos de Leptospira spp. que se clasifican en 28
serogrupos de acuerdo a la similitud serolégica por medio de la prueba de absorcion y
aglutinacion cruzada (CAAT) (Gongora et al., 2022). La clasificacion de serovares se basa en
el uso de anticuerpos policlonales contra los lipopolisacaridos (LPS) de la pared bacteriana o
la prueba de microaglutinacion (MAT), que es una prueba estandar recomendada por la
Organizaciéon Mundial de Sanidad Animal (OMSA) (Cosate et al., 2017). Ademas, de ser
unidades sistémicas basicas, los serovares tienen importancia epidemiolégica porque pueden

asociarse con especies animales que han desarrollado relaciones comensales o levemente



patdgenas (OMS, 2008). Asi por ejemplo, El ganado bovino sirve como hospedador de
mantenimiento para las cepas del serogrupo Sejroe, particularmente el serovar Hardjo, que
tiene dos tipos serolégicamente similares, pero genéticamente distintos: Hardjoprajitno de la
especie L. interrogans y Hardjobovis de la especie L. borgpetersenii (Loureiro & Lilenbaum,
2020). Por otro lado, el ganado bovino es hospedador ocasional de los serovares Pomona,
Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae, especie L. interrogans (Alinaitwe et al., 2019; Ellis,
2015).

4.1.2. Clasificacion genotipica

Las primeras Leptospira spp. en ser secuenciados fueron los de L. interrogans serovar
Lai y L. interrogans serovar Copenhageni. El tamafio del genoma de Leptospira es de
aproximadamente 5000 kb, el cual se encuentra dividido en dos secciones de 4400 kb y 350
kb con un contenido de GC de 35-41% ( Géngora et al., 2022 ). De acuerdo al andlisis del
genoma completo, Vincent et al., (2019) descubrieron 64 especies de Leptospira que podian
clasificarse en cuatro subclados: P1 (patdgenas), P2 (intermedias), S1 (saprdfitas), S2 (no
descrito aun y compuesto por Leptospira idonii y 4 especies nuevas filogenéticamente
relacionadas a las sapréfitas). En la actualidad, existen 72 especies de Leptospira que se
clasifican en 3 clados de acuerdo a su grado de virulencia: P1 (patégenas), P2 (intermedias),
S1 (saprofitas) (Abdullah et al., 2021).

4.1.3. Caracteristicas morfoldgicas, estructurales y microbiolégicas

Las leptospiras son bacterias espirales enrolladas en direccion a las manecillas del
reloj, tienen forma semejante a la de un sacacorchos y se diferencian de otras espiroquetas
por presentar ganchos en los extremos (figura 2). Son muy delgadas para ser observadas en
un microscopio normal con tinciones de rutina, tienen una longitud de 6-20 micrometros y un
diametro de 0,1 micrometro (Faine et al., 1999) y muestran caracteristicas ligeramente curvas
en uno o ambos extremos (Bautista et al., 2019). Sin embargo, en condiciones de crecimiento

desfavorables, las leptospiras pueden adoptar una representacion esférica (Zuerner, 2010).
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Las leptospiras estan constituidas por un axostilo y un cuerpo. Sus estructuras estan
recubiertas por una membrana envolvente. El axostilo, tiene dos filamentos axiales que se
insertan en la terminacién del cuerpo protoplasmatico, el cual estd encargado de la movilidad
del microorganismo, tienen movimientos de rotacion, y no presentan flagelos; asi mismo,
tienen una membrana exterior muy fluida que rodea el cilindro del protoplasto y que, a su vez,
promueve la motilidad bacteriana (Bautista et al., 2019; Zuerner, 2010). La pared celular
contiene peptidoglicano que contiene diamino&cido alfa, acido épsilon diaminopimélico. Asi
mismo, tienen dos flagelos o filamentos axiales utiles para la motilidad, que se prolongan
desde los extremos de la célula y rodean el cilindro de protoplasma en el espacio periplasmico
(Zuerner, 2010).

Las bacterias (leptospiras) son gramnegativas, moviles y totalmente aerdbicas
(Bautista et al., 2019); para su crecimiento, la temperatura Optima es de 28 a 30 °C, el pH
medio es de 7,2 a 7,6, y necesitan medios ricos en vitaminas, acidos grasos de cadena larga
y sales de amonio; el medio liquido més utilizado es Ellinghausen-Macaull-Johnson-Harris
(EMJH) (Faine et al., 1999).

Crece lentamente en placas de agar y las especies saprofitas pueden formar colonias
en 10 dias, en comparacion con las 6 a 8 semanas de las especies patégenas. Las colonias
estan dispersas, sin pigmentos, claras a obscuras formandose debajo de la superficie; la
bacteria ademas es sensible a la radiacién UV, el secado, la pasteurizacion, los cambios de
pH (inactivacion por debajo de 6 o por encima de 8), a varios antisépticos, desinfectantes y
antibiéticos (amoxicilina, penicilina y ampicilina) incluidos betalactamicos, rifampicina,

tetraciclina, doxiciclina, cefalosporinas (cefotaxima, ceftizoxima), aminoglucosidos



(estreptomicina), macrolidos (eritromicina y azitromicina) y fluoroquinolonas (ciprofloxacina)
(Bautista et al., 2019; Zuerner, 2010).

Por dltimo, estas espiroquetas son sensibles al calor, la sequia, las bajas temperaturas
y los cambios de pH. Pueden sobrevivir en agua dulce, principalmente si se mantienen
durante unos 180 dias. Durante la fisidn binaria, se forma una membrana en la parte media
del microorganismo, que le permite dividirse lateralmente. Son muy inestables a ambientes
acidos, condiciones secas y detergentes (Ortiz, et al., 2014).

Ademas, la supervivencia y persistencia de Leptospira son los primeros factores
ambientales a considerar en cuanto a la resistencia. Cabe sefalar que las bacterias
patdégenas pueden metabolizar la urea y, por lo general, persisten en la orina a un pH de 7 a
8. Otros factores que hacen que las bacterias estén intactas son la capacidad de soportar
cambios en la presion osmética y la motilidad bacteriana, lo que les permite escapar de un
microambiente desfavorable y avanzar hacia uno mas favorable (Burgos et al., 2020).

4.2. Transmision

El patégeno puede ingresar a los organismos a través del contacto directo con los
fluidos corporales antes mencionados o a través del contacto indirecto con suelo, agua y
alimentos contaminados (Favero et al., 2017). La Leptospira ingresa al cuerpo a través de la
piel y mucosas, y se asienta en 6rganos llenos de liquido como el Gtero, los rifiones y el
higado, asi como en areas con baja actividad de anticuerpos como el liquido ocular;
posteriormente se excreta en la orina, leche materna, fluidos fetales y placentarios,
secreciones uterinas y semen (Nally et al., 2018; Loureiro y Lilenbaum, 2020).

La transmision horizontal directa es mas comun para los serotipos adaptados a la
especie, como el serotipo Hardjo en el caso del ganado vacuno (Bautista et al., 2019);
mientras que la transmision horizontal indirecta es mas importante en las infecciones por
serotipos accidentales, ya que otras especies de huéspedes, como los cerdos y los animales
salvajes, son reservorios de la bacteria (Correia et al., 2017). Finalmente, los animales
también se enferman verticalmente a través de la placenta y la leche (Orjuela et al., 2022).

En infecciones por cepas adaptadas, la importancia de la contaminacion por orina esta
bien documentada, pero la transmision sexual se subestima sisteméaticamente y no debe
ignorarse (Loureiro y Lilenbaum, 2020). Las leptospiras se alojan en el rifién de los animales
gue son portadores temporales como el ganado vacuno y portadores permanentes como
roedores (Gayathri et al., 2022).

Cuando se trata de biotecnologia reproductiva, es bien sabido que Leptospira puede
transmitirse por inseminacion artificial, aunque, son sensibles a los antimicrobianos
comunmente utilizados para preparar el esperma diluido para la inseminacion artificial, como

la estreptomicina. De hecho, no esta claro si la transmision por semen tratado causara



infeccidn en vacas susceptibles, también se ha planteado la hipétesis de que la transferencia
de embriones puede transmitir la infeccion por Leptospira del donante al receptor (Loureiro y
Lilenbaum, 2020).

4.3. Patogenia de la leptospirosis
4.3.1. Fase leptospirémica

La fase leptospirémica, anictérica o bacteriémica (Lau et al., 2018), es una etapa
temprana (aguda) de infeccion caracterizada por la presencia del agente patdgeno en la
sangre; el agente puede llegar al torrente sanguineo en cuestién de minutos por el movimiento
tortuoso de los apéndices periplasmicos (Johnson, 2018). Esta fase ocurre después de la
primera infeccién y se caracteriza por una diseminacién hematégena que resiste la respuesta
inmune.

La bacteriemia es diferente de la causada por otros agentes bacterianos tipicos. La
Leptospira puede camuflarse para evitar la respuesta inmune innata del huésped, causando
dafo antes de ser detectado (Samrot et al., 2021).

4.3.2. Leptospiruria

La leptospiruria, o fase ictérica, se caracteriza por ser una afeccion sistémica grave,
si no se trata durante mucho tiempo, la leptospirosis se vuelve extremadamente invasiva y
secreta grandes cantidades de enzimas que destruyen las membranas celulares. (Samrot et
al., 2021). Ademas, para descomponer los componentes de la matriz extracelular, se necesita
la produccién de proteinas adicionales, como ortélogos de hemolisina y enzimas proteoliticas,
como colagenasas, metaloproteasas y termolisinas. (Nascimento et al., 2004). La respuesta
de sistema inmunitario es liberar una enorme cantidad de citosinas y atrayendo una gran
cantidad de células fagociticas, pese a ello esto no resulta muy efectivo para prevenir la
leptospirosis y puede provocar una falla en uno o mas érganos y muerte (Samrot et al., 2021).

La fase inmune comienza entre 7 y 10 dias luego de la primera aparicién de los
sintomas y puede durar hasta 30 dias (Asensio et al., 2018). Se caracteriza este periodo por
dafo tubular renal y nefritis intersticial, pérdida de potasio tubular renal y poliuria; También
hay presencia de anticuerpos especificos contra bacterias que desaparecen de la sangre,
pero persisten en 6rganos como el higado, los pulmones, los rifiones, el corazén, el cerebro

y otros (Samrot et al., 2021).

4.4. Signos Clinicos

La forma que se presenta esta enfermedad es aguda y crénica en bovinos, la cual
provoca ictericia, hemoglobinuria, anemia y aborto. (Hernandez-Rodriguez et al., 2021). La

presencia de Leptospira en el Utero impide la implantaciébn del embriéon y otros eventos



tempranos de la gestacion, asi mismo se alteran los mecanismos de defensa, la actividad
hormonal y el pH intrauterino, lo que permite la entrada de agentes infecciosos que
desencadena una respuesta inflamatoria (Mosquera et al., 2022); La forma crénica de la
leptospirosis bovina es causada por los efectos secundarios de la invasion bacteriana del
cuerpo, que se manifiestan como infertilidad, aborto debido a la degeneracion de la placenta
y los efectos de la invasion bacteriana de los érganos reproductivos; las hembras bovinas en
gestacion pueden experimentar un aborto espontaneo, ademas, el signo principal, grave y
mortal de la leptospirosis es la insuficiencia renal (20%) (Hernandez-Rodriguez et al., 2021).

Las formas agudas y graves de leptospirosis (fiebre, ictericia, agua roja y muerte),
son menos frecuentes y suelen estar asociadas a brotes esporadicos en terneros causados
por serotipos irregulares. La infeccion accidental de serotipos en bovinos adultos por lo
general provoca altas tasas de aborto en hatos infectados unas pocas semanas después de
la fase aguda de la enfermedad por Pomona, Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae, los
cuales son los serogrupos mas comunes en infecciones ocasionales en bovinos, la
transmisién involucra a cerdos, roedores y animales salvajes (Loureiro y Lilenbaum, 2020).

Aunque se parece al tipo agudo, la forma subaguda afecta con mayor frecuencia al
ganado bovino adulto, los sintomas son mas leves y la infeccién es recesiva (Loureiro y
Lilenbaum, 2020).

La fase crénica es aparentemente silenciosa y, aunque en esta fase ocurren abortos,
la infeccion suele ser subclinica y silenciosa, a menudo pasada por alto por el ganado. Como
resultado de la invasion bacteriana, el aborto ocurre con frecuencia, con o sin degeneracion
placentaria, y se manifiesta como partos prematuros débiles o infectados (Masmela y
Gutiérrez, 2021).

Por otra parte, la leptospirosis afecta a la produccién de leche, provocando un
descenso brusco, con la aparicién subita de fiebre, hinchazon de la ubre, anorexia,
inmovilidad y con menos frecuencia, puede causar mastitis, que se caracteriza por la baja
produccion de leche amarillenta o decolorada y manchada de sangre (Szwako et al., 2015).
Sin embargo, la infecciébn en el ganado lechero puede manifestarse como sindrome de

descenso brusco de la leche (Schafbauer et al., 2019).

4.5. Lesiones macro y microscoépicas

La leptospirosis bovina puede causar anemia e ictericia, hemoglobinuria y sangrado
subseroso y submucoso (Radostits et al., 2006). Puede causar Ulceras y ablandar el
revestimiento del estbmago; en algunas investigaciones se han reportado otras alteraciones
como el color ladrillo rojo del bazo, hiperemia a nivel pulmonar y la presencia de petequias
en mucosas. En casos severos puede ocurrir edema pulmonar y enfisema (Buen de Arguero,
2001).
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Romero y Veloza (2014), mencionan que, en el ganado bovino adulto, los signos son
fiebre, abortos, disminucion de la fertilidad o disminucién en la produccion de leche, la misma
gue puede ser espesa, amarilla y tefiida de sangre. Asi mismo, algunas serovariedades
provocan abortos tardios, mortinatos y aumento de mortalidad neonatal.

Muchos bovinos asintomaticos en el matadero aparecen con manchas blancas en los
rifiones, lo que se ha llamado "leucoplasia”, como el resultado de una infeccion bacteriana
previa, sin embargo, no debe considerarse a esta manifestacion como especifica de la
leptospirosis (Radostits et al., 2006). La mayoria de los fetos bovinos abortados estan
autolisados por lo que no pueden demostrarse lesiones ni bacterias. Algunas a veces se
puede distinguir ictericia, liquido sanguinolento en cavidades, hemorragia y esplenomegalia
(Follmer et al., 2017).

» 4 ) 3
Figura 1. Nefritis Intersticial en rifidon de buey con leptospirosis. Tomado de BovinePathology, a text
and color atlas (p.184), por Buergett et al., 2017, CABI.

Por otra parte, un estudio con perras infectadas experimentalmente mostré que
Leptospira dafia el endometrio, induce una respuesta inflamatoria y la expresion de proteinas
de la matriz extracelular, lo que conduce a la detencion embrionaria y al posterior fracaso
reproductivo. Ademas, se encontrd una correlacion entre la muerte embrionaria temprana y
la serorreactividad al serotipo Bratislava (adaptado a caballos) en yeguas. En bovinos la
presencia de la bacteria en el Gtero causa inflamacion, alterando el ambiente uterino y
afectando la supervivencia o implantacion del embrion y la invasion directa de la bacteria en
el embridn resultaria en dafio severo y posterior muerte (Loureiro u Lilenbaum, 2020).

Ademas, el estudio realizado por Di Azevedo et al. (2021), mencionan por primera vez
la presencia de Leptospira spp. en los ovarios de vacas asintomaticas infectadas de forma
natural, lo que indica que existe la posibilidad de infeccién del ovocito, pero esto no se ha

descrito claramente. Asi mismo, en el aparato reproductor de bufalas a nivel de ovario se ha
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observado quistes foliculares atrofia y cuerpo luteo persistente, en oviductos fibroplasia y
salpingitis (Pérez-Gil, 2023).

4.6. Diagnostico de la leptospirosis

Actualmente, la leptospirosis se diagnostica mediante métodos directos como el
cultivo bacteriano y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); sin embargo, no se han
dejado de lado métodos de serologia, principalmente la prueba de aglutinacién microscépica
(MAT), esto sobretodo porque los titulos elevados de IgM e IgG son facilmente detectables
(Loureiro y Lilenbaum, 2020).

La seleccion de pruebas a ejecutar depende del propésito del andlisis, la disponibilidad
y la experiencia para realizar las pruebas (OIE, 2021).

4.6.1. Pruebas seroldgicas

La serologia como herramienta diagnéstica de la leptospirosis bovina crénica suele
presentar inconvenientes. Aunque, es claramente (til para el diagnéstico colectivo de
rebafios, se considera que un rebafio estd infectado cuando los animales serorreactivos
constituyen el 10 % del rebafio, pero no es una buena forma de detectar individuos infectados
(Gonzalez y Rivera, 2015). De esta manera, los animales infectados pueden abortar o
convertirse en portadores genitales (detectados por PCR) y aun asi tener titulos muy bajos
gue no pueden ser detectados por MAT (Garcia, 2002).

Las pruebas seroldgicas pueden realizarse y confirmarse al establecer el diagndstico
clinico, la prevalencia y realizar estudios epidemioldégicos. Por lo tanto, aunque los
anticuerpos contra la Leptospira aparecen pocos dias después de la infeccion y persisten
durante semanas, meses o incluso afos, los titulos de anticuerpos pueden disminuir a niveles

indetectables en animales crénicamente infectados (Desa et al., 2021; OIE, 2021).

4.6.1.1. Prueba de Aglutinacion Microscépica (MAT)

Esta prueba es el test serolégica de referencia para diagnosticar leptospirosis (OIE,
2021), e implica mezclar diluciones seriadas del suero animal con cultivos de diferentes
serovares para buscar anticuerpos de aglutinacion en ese suero. Esta prueba utiliza
antigenos vivos, por lo que, se deben utilizar cepas que representen todos los serogrupos en
la region para ampliar la sensibilidad. La muestra del paciente debe examinarse 7 dias
después de la enfermedad cuando los anticuerpos aparecen por primera vez en el suero. Una
pequefia gota de la mezcla de reaccién colocada en un portaobjetos de vidrio o la placa de
microtitulacién vista a través de un microscopio de campo oscuro se pueden usar para leer el
MAT (Gayathri et al., 2022).
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4.6.1.2. Inmunoabsorbancia Ligada a Enzima (ELISA)

El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) es un método seroldgico para
la deteccion rapida y precisa de anticuerpos para el diagnostico de la leptospirosis. La prueba
puede detectar anticuerpos anti-Leptospira tan pronto como 4-5 dias después del inicio de
los sintomas. Ademas, puede detectar anticuerpos especificos, ya sea IgM o 1gG, y es més
rapido y mas sensible que la prueba MAT.

Los antigenos ELISA deben obtenerse de cultivos de Leptospira (Gayathri et al.,
2022). Por otra parte, existen limitaciones de esta técnica, la mas importante es que solo
detecta anticuerpos especificos de género y no es adecuada para detectar serogrupos o
serovares, provocando que la prueba no sea fiable y puede resultar negativa, también, puede
resultar mayor ruido de fondo, ya que ciertas proteinas que se encuentran en la muestra

(ademas del antigeno de interés) pueden unirse a la placa (Céspedez, 2005).

4.6.1.3. Hemaglutinacién Indirecta

Esta prueba puede detectar anticuerpos IgG e IgM totales, por lo que no es posible
saber si es una infeccién previa o una infeccion reciente, tiene una sensibilidad del 92 % y
una especificidad del 97 % en comparacién con la prueba MAT, lo que es ventajoso si desea
realizar estudios de seroprevalencia. Si los anticuerpos estan presentes en el suero del
paciente, se produce la hemaglutinaciéon y los glébulos rojos no sensibilizados se utilizan

como controles para las reacciones inespecificas (Cornejo, 2018).

4.6.1.4. Diagnostico microbiolégico

Es un método mas especifico para demostrar la presencia de Leptospiras, se lo debe
realizar con personal experimentado, siempre que no exista residuos de antibiéticos, autdlisis
avanzada del tejido y que haya rapidez en el manejo de los tejidos para su cultivo
posteriormente a su recoleccién y la muestra de orina que tenga un Ph apropiado. En el caso
gue no se logre enviar inmediatamente las muestras al laboratorio para su cultivo, estas se
las debe almacenar entre 2-5°C para impedir el crecimiento de otras bacterias y la autdlisis
del tejido. Asi mismo para enviar las muestras, se debe utilizar como medio de transporte una
solucion de albumina sérica bovina (BSA) al 1%, con 5-fluorouracilo a una concentracion de
100-200 pg/ml (OMSA,2023).

El periodo que se necesita para diagnosticar un cultivo positivo depende del serotipo
y la cantidad de organismos en la muestra; los serotipos, como Pomona y Grippotyphosa, son
de baja sensibilidad estos muestran resultados positivos entre 7 y 10 dias después de la
inoculacion. Otros serovares como Hardjo y Bratislava pueden durar un tiempo mas

prolongado. Se observan cada 1-2 semana los cultivos con un microscopio de campo oscuro.
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Este método necesita de varias semanas de incubacién siendo esta una desventaja para su

diagnostico (Costa, Ravara & Cota, 2006).

4.6.1.5. Diagnéstico mediante pruebas moleculares (PCR)

Actualmente, la leptospirosis también se diagnostica mediante reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), que brinda alta sensibilidad y especificidad, es una herramienta
primordial del diagnéstico directo para descubrir portadores individuales de leptospiras en el
ganado (Loureiro & Lilenbaum, 2020). La PCR en tiempo real, también conocida como
tecnologia SYBR Green o Tag-man, es mas rapida que la PCR convencional y menos
sensible a las contaminaciones. (Picardeau, 2013).

Estos ensayos se dividen en dos categorias basadas en la deteccion de genes que se
encuentran comunmente en bacterias, como gryB, rrs (gen 16S rRNA) y secY, o la deteccion
de genes especificos de especies patdgenas del genero leptospira por ejemplo lipL32. , ligA
y ligB (Thaipadungpanit et al., 2011). Estas pruebas no pueden identificar el serotipo
infectante, aunque algunos grupos de cebadores pueden permitir una identificacion mas
precisa a nivel de especie o de cepa cuando se secuencian los amplicones de PCR. Para
analizar las muestras de animales se utilizan los cebadores mas adecuados de la PCR,
basados en el gen LipL32 (OIE, 2021).

Las muestras pueden dar lugar a resultado falsos negativos por la presencia de
inhibidores de la amplificacién especialmente por la contaminacion de las muestras de
animales por heces o autolisis. La presencia de inhibidores de la amplificacién en la muestra
puede dar lugar a resultados falsos negativos, especialmente en muestras con autolisis o
muestras contaminadas con heces. Para el control de calidad de las pruebas de PCR se
debe prestar especial atencion para evitar la contaminacion del material en el laboratorio
(McCreedy & Callawayth, 1993). El manejo de muestras para PCR es esencial, por lo que
debe ser apropiada para tejidos, fluidos y especies animales (OIE, 2021). En su mayor parte
los protocolos estan disefiados para muestra de orina y tejido sin embargo la prueba PCR se
pueden adaptar facilmente a muestras de fluido vaginal, La mayoria de los protocolos estan
disefiados para muestras de orina o tejido, pero la PCR se ajusta facilmente a muestras de
fluido vaginal, esto es fundamental para poder identificar a las portadoras vaginales e

investigar su relacion con trastornos reproductivos (Loureiro y Lilenbaum, 2020).

4.7. Tratamiento

Los agentes antimicrobianos juegan un papel importante en los programas de control
de la leptospirosis. Al principio de un programa, los antibioticos se utilizan con frecuencia para
disminuir el nimero de animales infectados, asi como para reducir la produccién de orina y

la transmisién de ganado a ganado.
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El tratamiento de esta enfermedad tiene dos objetivos importantes: el controlar la
infeccién antes de que sea ireeversible el dafio hepatico y renal, y controlar la leptospiruria
de los animales infectados (Radostits et al., 2006). La susceptibilidad de la Leptospira a
diferentes antibidticos, la dihidroestreptomicina continua siendo el antibiético mas
recomendado para el tratamiento de la Leptospirosis (Loureiro y Lilenbaum, 2020). Para
casos agudos de leptospirosis en bovinos se recomienda utilizar oxitetraciclina de 10 — 25
mg/kg de peso corporal IM, dos veces al dia y dihidroestreptomicina de 12,5 mg/kg (Masmela
y Gutiérrez, 2021; Radostits et al., 2006). Sin embargo, en algunos casos, es necesario utilizar
la misma dosis una o dos veces al dia durante 3 dias seguidos (Loureiro y Lilenbaum, 2020).

Ademas, se puede administrar una transfusion de sangre (5-10 1/450 kg) se puede
realizar al ganado con leptospirosis aguda que se manifiesta con anemia hemolitica, palidez,
debilidad y taquicardia (Radostit et al., 2006).

4.8. Medidas de prevencion y control

El control de la leptospirosis bovina es crucial para evitar la infeccion de animales y
ganado, ademas reducir las pérdidas econdmicas. (Gonzalez y Rivera, 2015). El control de
infecciones con serotipos no adaptados se basa en reducir el contacto entre serotipos, y los
animales que sirven como huéspedes que pueden ser domésticos o salvajes (Garcia, 2002).

Para identificar y eliminar a los portadores es dificultoso ya que algunos animales que
dan positiva en MAT no eliminan Leptospira en la orina, por lo tanto no se consideran
portadores, y requieren realizar una nueva prueba para detectar el organismo en la orina.
Cuando los animales dan resultados positivos se consideran portadores y deben recibir el
respectivo tratamiento (Radostits et al., 2006).

La deteccion y eliminacion de los portadores es complicado, algunos animales con
una prueba MAT positiva no excretan Leptospira en la orina, por lo que no pueden
considerarse como portadores, y se requiere repetir la prueba de orina para detectar el
organismo. En la préctica, los animales serolégicamente positivos se consideran portadores
y deben seguir un tratamiento (Radostits et al., 2006).

Por otra parte, la vacunacion es un factor protector. A pesar de algunas limitaciones
de las vacunas actualmente disponibles, siguen siendo el medio mas efectivo y econémico
para reducir el deterioro reproductivo y las pérdidas econdémicas correspondientes a los
agricultores debido a la leptospirosis (Loureiro y Lilenbaum, 2020).

Se han creado vacunas contra serotipos especificos de Leptospira interrogans como
Hardjo, Pomona, Canicola, Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae; sin embargo, tienen
algunos inconvenientes, como proteccion subdptima, necesidad de dosis de refuerzo,

proteccion insuficiente frente a un gran numero de serotipos circulantes y efectos
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secundarios. Ademas, la vacuna tiene disponibilidad limitada en ciertas areas geogréficas y
rara vez se aprueba en paises desarrollados (Hernandez-Rodriguez et al., 2021).

Debido a que las vacunas contra la infeccién por el serotipo Hardjo bovis solo
estimulan la inmunidad durante un breve periodo de tiempo (menos de dos meses), no
parecen ser eficaces. Esto sugiere que la vacunacion semestral o anual es suficiente en areas

de alta incidencia (Masmela y Gutiérrez, 2021).

4.9. Epidemiologia

Se considera esta enfermedad como antropozoica, lo que quiere decir que perjudica
tanto a animales, ya sean mamiferos domésticos, animales salvajes, animales de sangre fria
y humanos. La serie de casos de leptospirosis revela deficiencias en la prevencién primaria
de la enfermedad, asi como en su implementacién y control. La leptospirosis es una
enfermedad reemergente a nivel mundial con una alta prevalencia en diferentes especies y
un alto riesgo de infeccién. Por tanto, se encuentra entre las 35 principales causas de muerte
a nivel mundial, recalcando su especial preocupacién en el ambito de la salud publica, ya que
si no se controla este problema puede provocar mortalidad humana y animal y graves
pérdidas econdmicas (Valverde-Latorre et al. , 2021).

La gravedad del problema esta relacionada con factores climaticos y ambientales, asi
como con la excrecion de Leptospira en la orina del animal huésped (tipicamente roedores).
Los seres humanos se infectan por contacto de la piel o las mucosas con agua dulce
contaminada y el periodo de incubacion dura unos 10 dias. La exposicion también puede
ocurrir en un ambiente que ha sido contaminado. Sin embargo, las infecciones por
mordeduras de animales son poco comunes (Campos, 2014).

Para determinar con qué frecuencia ocurre la infeccién por Leptospira spp, se han
creado varios estudios, de esa forma, en América del Norte se han reportado tasas de
seropositividad notificadas entre el 34 % el 65 % (Fang et al., 2014), mientras que en los
paises europeos se han reportado seroprevalencias entre el 25% al 65 % (Subharat et al.,
2012). En los paises de América Central y América del Sur reportaron seroprevalencias de
88,2% y 35% (Yepes et al., 2022). Finalmente, en Ecuador se han registrado seropositividad
desde el 57,38% y hasta el 74,83% en las provincias de Manabi y Loja, respectivamente,
siendo identificado con mas frecuencia el serotipo Pomona (Burgos et al., 2020; Roméan et
al., 2022).

Cuando se trata de Leptospira spp, para Luna (2019), existen numerosos factores de
riesgo asociados que se deben considerar: los factores dependientes del hospedador, como
el estado inmunitario, la gestacion y la edad, respecto a esta ultima, la mayor frecuencia de
excrecion de Leptospira en la orina aparece en terneros, mientras que las vacas mayores de

3 aflos no son leptospiruricas.
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Algunos animales que son hospederos naturales de un serovar especifico, rara vez
muestran sintomas de enfermedad frente a ese serovar, pero puede desarrollar sintomas si
son infectados con otro serovar, lo que implica que la leptospira provoca una inmunidad de
tipo humoral que solo protege frente al serovar infectante, lo que significa de que estos
animales inmunes pueden ser la fuente de infeccidon (Rodriguez, 2011). Esta enfermedad
sucede como consecuencia de la respuesta inmune del huésped hacia los organismos, una
vez que las leptospiras se unen a la células huésped, se liberan citoquinas (interleucina-6,
interleucina-10 y TNF-a) y péptidos (AMP) para impedir los dafios invasivos sufridos por las

bacterias (Samrot et al., 2021).

En los factores del medio, depende de la raza del ganado y del tipo de cria. Por
ejemplo, las vacas lecheras tienen una mayor incidencia y un peor prondstico porque a
menudo se crian en sistemas mas hacinados que promueven su propagacion, y los terneros
se separan después del parto y se alojan en otro lugar (Sheen y Riesco, 2002). Los nucleos
primarios (formado por los padres e hijos) son sensibles y susceptibles cuando se introducen
en animales no expuestos durante la primera gestacion, por lo que la mayor tasa de infecciéon
se presenta a los 2-3 afios de edad (Ancha y Szyfres, 2001).

Ademas, los trdpicos tienen muchas particularidades que afectan la aparicion de
infecciones y la gravedad de la enfermedad. Ademéas de aspectos como la geografia y el
clima o la topografia, factores como las practicas de manejo y cria, la frecuencia de la
asistencia veterinaria, etc. también afecta la prevalencia general y la distribucién de los
serotipos (Muyulema, 2020).

Los animales alimentados con ensilaje de granos como suplemento, puede provocar
una mayor disminucién del pH a un nivel &cido, lo que se refleja en la excrecion de pequefias
cantidades de Leptospira en la orina (Sandow y Ramirez, 2005). En la cria de ganado, se
supone que la leptospirosis es mas comdn en estos animales que en el ganado vacuno
cuando las terneras se separan de sus madres en las primeras etapas de la industria lactea;
una vez introducidos en la explotacion, se convierten en un factor de alto riesgo (Bentancur-
Hurtado et al., 2013).

4.9.1. Relacion Serovar — Hospedero

La epidemiologia de la leptospirosis se puede entender mas facilmente dividiéndola
en dos grandes categorias: leptospirosis adaptada al huésped y no adaptada. Los animales
infectados con serotipos microbianos adaptados al huésped son huéspedes de
mantenimiento o "huéspedes de reserva". La exposicion de animales susceptibles a serotipos

incompatibles con el huésped puede provocar una enfermedad incidental o accidental.

17



Tabla 1.

Serovares de Leptospira spp. Identificados en mamiferos

Hospederos Serovares
Roedores Icterohaemorrhagiae, Pomona, Canicola, Ballum, Castelloni,
Hardjo, Bartislava, Tarassovi, Pyrogenes, Grippotyhosa-Valbuzzi.
Caninos Canicola, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Bartislava, Grippotyhosa,
Pyrogenes, Tarassovi, Ballum, Autumnalis Y Sejroe.
Felinos Canicola, Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Muenchen, Bataviae,

Ovinos y caprinos
Equinos

Porcinos

Bovinos
Humanos

Castelloni, Mangus, Panama, Cynopter, Pomona Y Grippotyhosa
Hardjo, Pomona, Grippotyphosa Ballum

Hardjo, Pomona, Canicola, Grippotyhosa, Icterohaemorrhagiae,
Sejroe Y Autumnalis.

Pomona, Tarassovi, Grippotyphosa, Canicola,
Icterohaemorrhagiae, Muenchen Y Batislava.

Hardjo, Pomona Y Grippotyphosa.

Icterohaemorrhagiae, Hardjo, Pomona, Bataviae, Canicola Y
Autumnalis.

Nota. Esta tabla muestra los hospederos y serovares identificados en los mamiferos. Adaptacién de
revisién actual de la epidemiologia de la leptospirosis (p.622), por Torres-Castro et al, 2017

Un individuo de mantenimiento es aquel que asegura que la transmisién de leptospiras

patdgenas en el medio ambiente sin necesidad que intervenga ningun huésped ocasional.

Por tanto, la poblacion de mantenimiento actia como reservorio continuo de un serovar, y en

ecosistema, por medio de la contaminacion del agua, suelo y alimentos (Romero-Vivas y

Falconar, 2016).
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5. Metodologia
5.1. Localizacion del estudio

El trabajo de campo se realizé en las instalaciones del Camal Frigorifico Loja S.A.
“CAFRILOSA”, que se encuentra ubicado en la parroquia Sucre, barrio Turunuma, Av.
Turunuma y Granada, al norte de la ciudad de Loja. Los animales que se faenan en este
establecimiento proceden sobre todo de las provincias de Loja y Zamora Chinchipe, y llega
un namero aproximado de 140 hembras bovinos para ser faenadas mensualmente. El
diagnéstico se realiz6 en el Laboratorio de Leptospira de la Universidad Técnica de Manabi,

canton Santa Ana.

5.2. Disefio del estudio.

La presente investigacion es un estudio observacional de tipo transversal, y permitio
diagnosticar leptospirosis genital en vacas faenadas en el camal del cantén Loja

5.3.  Seleccién, tamafio de la muestra y tipo de muestreo.

La muestra de estudio fueron todos los aparatos reproductivos de hembras bovinas
en edad reproductiva mayores a dos afios, que se faenaron en el camal frigorifico Loja S.A.
del cantdn Loja, durante el periodo diciembre del 2022 a enero 2023. Las muestras fueron
tomadas durante cuatro semanas seguidas todos los dias lunes, a partir del 19 de diciembre
del 2022 hasta el 09 de enero del 2023. Por lo antes escrito el tipo de muestreo fue no
probabilistico hasta obtener un niimero de 50 muestras de lavado uterino y 50 muestras de

aspirado folicular.
5.4. Recoleccién de Informacion

Se hizo mediante el uso de registros para rescatar informacion como la procedencia,
raza y edad aproximada. Los grupos etarios, se construyeron por rangos de edad,
constituidos entre 1 a 3 afios, 4 a 6 afios y 7 a 9 afios, ademas, se registro el canton de

procedencia.

5.5. Técnicas de recoleccion y procesamiento de muestras

Para colectar las muestras de lavado uterino, se introdujo de 40 a 50 ml de solucion
salina fisiol6gica dentro del cuerpo uterino con ayuda de una jeringa unida a una sonda Foley;
posterior a un masaje del Utero se recogio el liquido mediante aspiracion (Arévalo, 2022),, y
se transfirié a un tubo Falcom de 15 ml, rotulado con el niumero del animal.

Es importante mencionar que el 76 % de los Uteros empleados para la toma de

muestra presentaron signos de inflamacion (presencia de exudados sanguinolentos, de color
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marrén oscuro y malolientes, Gtero agrandado y cuernos uterinos con una coloracién
ciandtica)
Por otro lado, mediante aspiracion folicular se extrajo liquido (0,5 ml) para transferir a

los tubos eppendorf, rotulados con el nimero del animal.

5.6. Diagnostico de leptospirosis mediante PCR convencional

El material genético obtenido a partir de las muestras de liquido folicular y lavado
uterino se analizo por medio de la prueba PCR convencional para diagnosticar la presencia
0 ausencia del gen hapl de 262 pb, relacionado a leptospira patdégena (reverse primer
“TGTTGGGGAAATCATACGAAC”; forward primer “GCAAGCATTACCGCTTGTGG”)
(Branger et al., 2005). La amplificacion de PCR consistié 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 % tefido 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 colocé 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.

5.7. Andlisis de lainformacion (andlisis estadistico)

La informacién obtenida de las variables de estudio respecto al diagnéstico de
leptospirosis se expresd en porcentajes haciendo uso de tablas de frecuencia mediante
estadistica descriptiva.

5.8. Consideraciones éticas

En este estudio las muestras se tomaron posterior a la faena de los animales. Los
animales fueron manipulados de acuerdo a las normas que regulan el cuidado y uso de
animales en investigaciones cientificas segun el Cédigo Organico Ambiental (ROS N°983,

Ecuador).
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6. Resultados
6.1. Caracteristicas de los Animales Estudiados

Mas del 50% de las vacas se incluyeron en el segundo grupo etario (de cuatro a seis
anos). El 82% fueron procedentes del cantdén Loja, el 8% del cantdon de Zamora y el 10%
restante del cantén Cumbaratza. En la tabla 5 se muestran estas caracteristicas y la
distribucion de los animales de acuerdo al canton y parroquia de procedencia.
Tabla 2.

Caracteristicas de los animales muestreados

Caracteristicas Frecuencia %
Edad
1 a 3 afios 20 40%
4 a 6 afios 26 52%
7 a 9 afos 4 8%
Procedencia
Cantén Loja
El Valle 20 40%
San Sebastian 8 16%
Malacatos 6 12%
Sucre 2 4%
Jimbilla 2 4%
Yangana 1 2%
Carigan 1 2%
Cantén Zamora
Imbana 4 8%
Sabanilla 1 2%
Cantén Cumbaratza
Cumbaratza 5 10%

6.2. Deteccién de Leptospira spp. en genitales de hembras bovinas

Con respecto a la deteccion de Leptospira patdgena mediante PCR convencional, el
8% de los animales resultaron positivos, se identificé la bacteria en muestras de aspirado
folicular de cuatro animales, de los cuales tres fueron procedentes del cantén Loja y uno del
cantén Zamora, de una edad aproximada de 4,5 a 6 afios. Sin embargo, ningan animal resulté

positivo en la muestra uterina (tabla 3).

Tabla 3.

Deteccién de Leptospira patégena en genitales de hembras bovinas

Total Positivo Negativo
Tipo de muestra
N % N % N %
Foliculo ovérico 50 100,00 4 8,00 46 92,00
Utero 50 100,00 0 0,00 50 100,00
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7. DISCUSION

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa y bacteriana causada por la
espiroqueta patdégena del género Leptospira. Su curso es agudo y se caracteriza por la
aparicion repentina de agalactia en el ganado lechero adulto, ictericia y hemoglobinuria,
fundamentalmente en los animales jovenes. También puede ocurrir de forma crénica, lo que
resulta en abortos de mortinatos, nacimientos de animales débiles o prematuros e infertilidad

(Gonzalez y Rivera, 2015).

La leptospirosis es una enfermedad que causa impacto negativo en la reproduccion,
a pesar de lo cual, son escasas las investigaciones que buscan detectar la colonizacién
bacteriana de los 6rganos genitales por Leptospira spp.; las lesiones producidas a nivel
uterino y ovarico se encuentran presentes en distintas serovariedades de Leptospira,
representando un problema para las hembras contagiadas (Mosquera- Escobar, 2022). De
este modo, el presente estudio fue disefiado con la finalidad de diagnosticar leptospirosis
genital en hembras bovinas faenadas en el canton Loja.

La evidencia serologica de la circulacion de la bacteria ha permitido conocer
resultados preocupantes sobre el nivel de infeccién en Ecuador y otros paises de la region y
el mundo. Es asi que en Ecuador se han reportado prevalencias altas como del 52,2%
(Burgos, et al., 2019); por otro lado, segun Gonzalez y Rivera (2015) la frecuencia de la
leptospirosis en Venezuela entre los afios 2005 y 2013 se situé en 80,17%. En lo que se
refiere a la seroprevalencia de leptospira spp., en agunos paises de sudamerica se ha
reportado desde el 15% hasta el 70% en bovinos (Monroy-Diaz et al., 2020), por ejemplo en
Colombia se ha encontrado un 54,2% (Pulido-Medellin et al., 2017); en Pert 15% (Llanco et

al., 2017); y en Brasil 45,42% (Pinheiro & Vasconcellos, 2009).

En la presente investigacion el 8% de los animales en estudio fueron positivos a la
presencia de Leptospira spp. en el tracto reproductor (aspirado folicular) mediante la prueba
de PCR, sin embargo, en zonas en donde los datos de seroprevalencia son mas altos, la
identificacion del patégeno ha sido también mas frecuente, asi por ejemplo, Cabral (2018),
detectd, en el estado de Rio de Janeiro el 70 % de presencia de Leptospira en foliculos

ovaricos de vacas no prefiadas.

Estos hallazgos permiten comprender la alteracion de la funcion reproductiva de los
animales que resultaron positivos, asi pues segun, Pereira (2023), la presencia de la bacteria

a nivel ovarico se asocia con la calidad de los ovocitos y su capacidad de desarrollarse hasta
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la etapa embrionaria, logrando reducir la competencia del desarrollo del ovocito disminuyendo
la eficiencia de produccién de embriones in vitro. Este mismo autor , detecto la presencia de
la bacteria en el 27% de las muestras de fluido folicular e identific6 nueve cepas de L.
interrogans pertenecientes al grupo Sejroe; y destac6 ademas que el 65% de las
explotaciones tuvieron al menos una vaca positiva a Leptospira en el rebafio, por lo que las
consecuencias productivas y econdmicas a nivel de hato pueden ser realmente

preocupantes.

Respecto a lo antes sefialado, es importante recordar que el serovar Hardjo-Prajitno,
tiene predileccion por el tracto genital, y es una causa de infertilidad, por tanto, la presencia
de Leptospira en el Gtero y los oviductos de vacas infectadas impide la implantacién del
embrién u otros elementos de la prefiez (Grooms, 2006).

Por su parte, Dos-Santos et al. (2022) evaluaron la presencia de Leptospira spp. en el
liquido folicular de 251 vacas mestizas pluriparas provenientes de diferentes hatos lecheros
comerciales de grado de tecnificacion medio a alto y sin signos clinicos aparentes de
leptospirosis, habiéndose encontrado que 66 (26,7%) fueron positivas para lipL32-PCR lo que
confirmd la presencia de ADN de Leptospira en liquido folicular en vacas, estos hallazgos
revelan una alta incidencia de infeccion en el ovario de vacas asintomaticas, destacando la
importancia de considerar el sindrome de leptospirosis silenciosa al evaluar animales para

biotécnicas de reproduccion asistida.

Los hallazgos de esta investigacion, como aquellos que se han citado anteriormente
toman relevancia en los sefialado por Mosquera-Escobar et al. (2022) quienes en su estudio
experimental inocularon a 21 ratas Wistar una concentracion bacteriana de 300 millones de
leptospiras por ml por via intraperitoneal al cuarto dia de gestacién, encontrando algunas
alteraciones histopatoldgicas como quistes (36,11 %) y microhemorragias ovarica (33,33 %),
congestién vascular en trompas uterinas (66,67 %) y Utero (80,56 %), asi como endometritis
y la hemorragia uterina en mas del 50 % de los animales. Estos resultados insisten una vez

mas en el dafio causado por Leptospira a nivel reproductivo.

Por otro lado, Pérez-Gil (2023) seleccionaron 25 hembras bufalas de 4 granjas con un
bajo rendimiento reproductivo para ser llevadas a matadero y recoger muestras de Utero,
oviductos, ovarios y rifiones; las muestras se cultivaron en medios selectivos para Leptospira
y se prepararon muestras de tejido para analisis histologico y PCR en nueve muestras de
cultivo para la deteccién de Leptospira. El cultivo de tejido fue positivo para Leptospira spp.

en utero (76%), ovario (84%), oviducto (88%) y rifidn (96%); asimismo, mediante la prueba
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PCR utilizando el marcador G1-G2 (son indicadores descritos por Gravekamp et al. 1993.
dirigidos a una secuencia especifica del gen secY) se revel6 la presencia ADN de Leptospira
en el 55,5% de las muestras de (tero, ovario y oviducto, y en el 44,4% de los rifiones; y se
identificaron leptospiras patégenas en el 55,5% de las muestras de Utero y rifidn, el 33,3% en

ovarios y el 66,6% en oviducto.

Lo antes sefialado no es coincidente con los resultados de este estudio en lo que
respecta a identificacion de la bacteria en Utero, ya que el resultado de las muestras de lavado
uterino fueron negativos a la presencia de Leptospira spp; estos resultados negativos pueden
atribuirse a concentraciones de ADN por debajo del umbral detectable (Latosinski, GS; 2018).
Respecto a la colonizacion uterina por parte de la espiroqueta Freile, D. (2015)., en su
investigacion descubrid una correlacién entre los casos de metritis identificados vy la
presencia del patégeno al que se puede atribuir esta alteracion reproductiva; sin embargo,
las metritis identificadas en este estudio también podrian ser causadas por un sinnimero de

agentes infecciosos que deberian ser investigados.

Otras investigaciones han reportado el hallazgo de la bacteria en genitales como la
vagina, asi por ejemplo, Bruno Cabral Pires (2018) demostré en Rio de Janeiro (Brasil) la
presencia de ADN de Leptospira en vacas no prefiadas (20,6%), lo que es relevante ya que
el fluido vaginal representa adecuadamente el ambiente uterino; sin embargo hay quienes
cuestionan este tipo de hallazgos ya que postulan una contaminacién de la muestra de fluido

vaginal con orina si no se usa una correcta técnica de muestreo.

En un estudio realizado por Selcarajah, et al. (2021) detect6 que las muertes de los
fetos son comunes por leptospirosis, al igual que el aborto espontaneo. En la investigacion
realizada por Follmer (2017), se recolectd informacién de 319 fetos, los cuales fueron
estudiados a través de necropsia, histopatologia, bacteriologia, inmunofluorescencia directa
y serologia, 13 fetos resultaron positivos a leptospirosis, lo cual demuestra que los fetos

también son infectados.

Para finalizar, es necesario hacer énfasis que los resultados presentados en la
investigacion deben ser considerados como una aproximacion o acercamiento a la deteccion
y frecuencia de la presencia de Leptospira spp. en el tracto reproductor de hembras bovinas
faenadas; por lo cual, se sugiere que futuras investigaciones repliquen el estudio,
incrementando el nimero de animales muestreados y de 6rganos evaluados y se consideren
métodos de deteccidn de lesiones tisulares asociados con la presencia de la bacteria, con la
finalidad de lograr una mejor comprensién del efecto de la infeccion natural por Leptospira

sobre el tracto reproductor de las hembras bovinas.
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8. Conclusiones

La presencia de Leptospira spp. en el tracto reproductor de las hembras bovinas fue
identificada en el 8 % de las 50 muestras obtenidas por aspirado folicular y no existio
presencia de la bacteria el las 50 muestras del lavado uterino mediante la prueba
PCR convencional (hapl), lo que se traduce en consecuencias negativas sobre el
desempefio reproductivo de los animales

En ninguna de las muestras obtenidas del utero de los animales se encontré la
presencia de Leptospira patégena; sin embargo, las lesiones evidentes de metritis en
los érganos inspeccionados sugieren la participacion de otros agentes infecciosos que
deben seguir siendo investigados

La deteccion de Leptospira spp., en hembras bovinas faenadas recuerda que la
leptospirosis sigue siendo una enfermedad reproductiva importante en las ganaderias
del cantdn Loja y Zamora, ademas de representar un riesgo para la salud de las
personas que trabajan en el manejo y cuidado de los animales y personal que labora

en el camal.
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9. Recomendaciones

Realizar a futuro estudios que permitan explicar el dafio tisular y conocer con mayor
profundidad el efecto de las infecciones naturales por Leptospira patégena en la
funcion reproductiva de los animales.

Ampliar el estudio a otras parroquias y provincias del pais, para nutrir la informacion
epidemioldgica de la enfermedad y poder establecer programas de prevencién y
control de la misma.

Ofrecer los resultados obtenidos en esta investigacion a instituciones de control como
AGROCALIDAD y Ministerio de Salud Publica, para que establezcan planes de control
y vigilancia tanto en animales como en personas relacionadas con el manejo de esta
especie.

Colaborar con personal médico acreditado en la vigilancia de la leptospirosis en los

grupos de personas vulnerables como las que laboran en el centro de faenamiento.
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11. Anexos

Anexo 1. Hoja de registro

Diagnostico de leptospirosis genital en hembras bovinas faenadas en el
canton Loja
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