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RESUMEN

La investigacién se realizé en los cantones San Carlos Lempa, Las Anonas y Las Mesas,
municipio de Tecoluca, Departamento de San Vicente, El Salvador; en el periodo
comprendido de febrero 2016 a enero 2017; con el objetivo de identificar los diferentes
serovares de Leptospira spp. que se presentan en la poblacién equina. Se procesaron 147
muestras de suero equino, mediante la prueba de aglutinaciébn microscopica (MAT),
identificAndose siete serovares. Del total de sueros muestreados, 102 fueron positivos para
uno 0 Mas serovares analizados, lo que representa una seroprevalencia general del 69.39%
para la poblacion muestreada. La seroprevalencia calculada para los diferentes serovares
fue la siguiente: L. hardjo 45.57%, L. canicola 22.44%, L. pyrogenes 21.08%, L. autumnalis
19.04%, L. pomona 7.48%, L. australis 5.44% y L. bataviae 2.72%. En los tres cantones
no se encontr6 diferencia significativa en cuanto a la presencia y distribucién de los
serovares, siendo las de mayor frecuencia L. hardjo, L. canicola y L. pyrogenes, serovares
asociados a bovinos y caninos como hospedadores de mantenimiento, pudiendo ser estos

los principales transmisores a los equinos.
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1. INTRODUCCION

La leptospirosis es una zoonosis de amplia distribucion geogréfica que se presenta en
ocasiones de forma aislada, provocando brotes epidémicos estacionales asociados a
épocas lluviosas. Es causada por la infeccion con uno de mas de 12 especies patdgenas
de leptospira (Verma, et al, 2013) afectando a méas de 160 especies de animales silvestres
y domésticos que constituyen el reservorio y la fuente de infeccion al humano, que es un
hospedero accidental. Las especies mayormente involucradas son los roedores y los
animales domésticos (Ministerio de Salud de Argentina, 2014).

La leptospirosis en equinos es una enfermedad que generalmente cursa de forma
asintomatica, pero en ocasiones pueden presentar temperaturas de 39.5 a 40.5 °C que
duran de dos a tres dias, depresién, anorexia, ictericia, neutrofilia y abortos, ademas, en la

forma crénica se presenta una uveitis anterior de tipo inmune (Bedoya Rios et al. 2013).

Es de considerar que en los cantones San Carlos Lempa, Las Mesas y Las Anonas del
municipio de Tecoluca cuentan con un ambiente propicio para mantener y diseminar la
enfermedad y que en el afio 2013 se reportaron casos de la enfermedad en humanos,

bovinos y caninos, mas no se realizé investigacion en la especie equina (MAG, 2015).

El presente trabajo pretende aportar conocimientos cientificos sobre la seroprevalencia de
Leptospira spp en equinos en la zona de estudio, identificando la respuesta serologica y

distribucion de los serovares y resaltar la importancia como enfermedad zoonética.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Definicion.

La leptospirosis es una enfermedad causada por una bacteria del género leptospira, que
afecta al humano y especies distintas como los cerdos, las vacas, caballos y los ciervos, y
puede extenderse facilmente por el uso de fuentes de agua comunes, los caballos que se
encuentren en instalaciones en que haya habido algin caso confirmado de leptospirosis
deberan ser aislados de las demas especies de animales y beber en un punto de agua
separado de los demas (Hayes, 2009).

El primer informe oficial de la leptospirosis en el mundo fue en pacientes humanos por Adolf
Weil hace mas de 100 afos, por lo que se conoce con el nombre la enfermedad de Weil.
Posteriormente la leptospirosis fue identificada en perros y ganado. El primer informe de
origen natural de leptospirosis en caballos fue en 1947 en Rusia. En los caballos la
enfermedad ha sido mas a menudo asociados con el aborto y la uveitis recurrente equina;
sin embargo, también se han reportado casos esporadicos de la enfermedad renal y
hepatica (Sellon, 2013).

2.2. Etiologia y Morfologia.

El agente etiolégico de la Leptospirosis pertenece al orden Spirochaetales,
familia Leptospiraceae y género Leptospira, que comprende 12 especies patogenas:
interrogans, alexanderi, fainei, inadai, kirschneri, meyeri, borgpetersenii, weillii, noguchii,
santarosai, genoespecies 1, genoespecies 4. Siendo la especie de mayor importancia la
Leptospira interrogans y de las no patdégenas la Leptospira biflexa; dentro de cada especie,
los "serotipos" se organizan en "serogrupos" basados en antigenicidad compartida. En este
sistema, L. interrogans contiene al menos 218 serovares organizados en 23 serogrupos, y

L. biflexa contiene al menos 60 serovares organizados en 28 serogrupos (Sellon, 2013).

El aspecto morfoldgico de las leptospiras es basicamente el mismo para todos los miembros
de este género: son bacterias Gram (-), helicoidales moviles (0.1 x 6 a 12 micras) con
extremos en forma de gancho. Tienen dos cromosomas circulares, los cuales contienen

genes esenciales para la supervivencia (Quinn et al, 2011).



Segun estudios realizados en municipios de Colombia, Brasil, Pera, Chile y México los
serotipos implicados en la leptospirosis equina son: L. hardjo L. prajitno, L. pomona, L.
canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. grippotyphosa, L. bratislava, L. copenhageni, L. ballum,
L. tarassovi, L. autumnalis. Teniendo como resultados mayor prevalencia la L. bratislava.
(Bedoya, et al. 2013, Sotomayor, et al. 2012, Sellon, 2013, Troncoso, et al. 2013).

2.3. Epidemiologia.

Para la mayoria de los serovares de leptospira como: L. hardjo L. prajitno, L. hardjo bovis,
L. pomona, L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. grippotyphosa, L. bratislava, L.
copenhageni, L. ballum, L. tarassovi, L. autumnalis, los caballos son hospederos
incidentales. Sin embargo, la evidencia reciente sugiere que al igual que con el ganado y
los cerdos, los caballos pueden ser un hospedador de mantenimiento de L. interrogans
serovar bratislava (Sellon, 2013).

La fuente principal de transmision de leptospira es la orina. Los hospedadores de
mantenimiento pueden expulsar organismos en la orina debido a la infeccién crénica de los
tubulos renales prolongados. También se puede propagar a través de los fetos abortados,
tejidos placentarios, descargas uterinas y leche. El contacto con el organismo puede ocurrir
ya sea directa o indirectamente a través de suelo, ropa de cama, alimentos o agua potable
contaminada. Una vez en el medio ambiente, las leptospiras pueden sobrevivir durante
varias semanas en condiciones favorables, lo cual es en general un ambiente calido y
himedo. La supervivencia se ve favorecida por un pH neutro o ligeramente alcalino e
inhibida por un pH de menos de 6 o mayor que 8. Por lo tanto, pueden sobrevivir sélo
transitoriamente en la orina 4cida sin diluir. La temperatura ambiente de 10 °C a 25 °C
favorece la supervivencia y temperaturas inferiores de 10 °C o superiores a 34 °C a 36 °C
son perjudiciales. El organismo es susceptible a la congelacion y el secado. Cierta evidencia
indica que las leptospiras pueden sobrevivir en insectos u otros huéspedes invertebrados,

pero el significado de esto es desconocido (Sandow y Ramirez, 2005).

2.4. Incidencia.

La incidencia y la importancia de la leptospirosis en los caballos siguen siendo inciertas.
Casi todos los estudios epidemioldgicos se han basado exclusivamente en la serologia, con
la incidencia que varia enormemente dependiendo de la region geogréfica investigada
(Verma, et al, 2013).



En el centro de Italia un estudio reciente encontré una seroprevalencia de 1.5%, con
reactividad contra serovares L. icterohaemorrhagiae, L. bratislava y L. pomona. En Brasil
se realiz6 un estudio en 119 caballos de carreras donde la tasa de seropositividad fue del
71% contra el serovar L. copenhageni, un hallazgo atribuido a la endemicidad de
leptospirosis entre los roedores en la region. Pero no habia evidencia clinica de
leptospirosis en la poblacién de los caballos. Sin embargo, otro estudio realizado por el
mismo grupo mostré una tasa de seropositividad de 48%, con 35% de muestras de orina
positivas por PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa), pero ninguno por medio de
cultivo. Otros estudios en Corea muestran tasas de seroprevalencia de 25%, afectando
principalmente los serovares L. sejroe y L. bratislava. En los Paises Bajos se encontré una
seroprevalencia del 79% a los serovares L. copenhageni, L. bratislava y 25% a L. bratislava

y L. icterohaemorrhagiae en Suecia (Verma, et al. 2013).

En los ultimos afos la region Centroamericana ha sufrido una serie de inundaciones debido
a los cambios climaticos que el planeta esta sufriendo, después del paso del huracan Mich
de 1998 en Nicaragua se registraron brotes de leptospira en humanos. En los afios
siguientes 2003 al 2006 se reportaron 273 casos positivos en humanos. En el afio 2006 en
el Sauce Departamento de Achuapa la seroprevalencia de leptospirosis en las diferentes
especies fueron Bovinos 56%, Equinos 76%, Porcinos 38% y Caninos 41% entre los
serovares que se identificaron fueron: L. pomona, L. icterohaemorrhagiae, L. pyrogenes, L.
louisiana, L. canicola, L. hebdomadis, L. grippotyphosa (Foro Nacional de Leptospirosis de
Nicaragua, 2012).

En el afio 2007 se reportd un brote de leptospirosis en el area de La Leona en Leb6n
Nicaragua posterior al huracan Félix donde tuvo una mayor prelevancia por el nimero de
casos y muerte reportadas en humanos y en animales se obtuvieron los siguientes
resultados Bovinos 55.20%, Equinos 51.66%, Caninos 51.42% y Porcinos 62.38% (Foro

Nacional de Leptospirosis de Nicaragua, 2012).

En Honduras la seroprevalencia de leptospira en animales en el primer trimestre del afio
2013 fue en Bovinos 71.66%, Equinos 65.14%, Porcinos 34.36% y en Caninos 35.71%
(SENASA, 2013).

La leptospirosis en Costa Rica es una enfermedad endémica y en la ganaderia su

importancia radica sobre las pérdidas econdmicas que produce en la reproduccion donde



pueden aparecer mortinatos, abortos o hacimientos de animales débiles. En el afio 2012,
el LANASEVE (Laboratorio Nacional de Servicios Veterinarios) recibi6 1250 muestras de
mas de 250 establecimientos. La mayoria de los analisis se hicieron para bovinos (43%) y
Equinos (37%), un porcentaje mas pequefio en perros (13%) (SENASA, 2012).

2.5. Factores deriesgo.

Las regiones tropicales son &reas endémicas de leptospirosis y las tasas mas altas de casos
corresponden a las zonas donde las precipitaciones son abundantes. EI mayor nimero de

casos se presentan en la estacion de lluvias (Acha y Szyfres, 2003).

Varios estudios han evaluado los factores de riesgo de la exposicién a la leptospirosis en
los caballos. Un estudio inicial en Australia, no se encontré ninguna correlacion entre el
aumento de la humedad en el ambiente y la seroprevalencia. Contrario a un estudio
canadiense de 1,923 caballos en la que la seroprevalencia varié de 0.8% a 94.6%, donde
el serotipo y la edad, se asocio significativamente con la presencia de los titulos, con la
posibilidad de aumentar la seropositividad aproximadamente un 10% con cada afio de vida.
En otro estudio se evaluaron sueros de 2,551 caballos en 572 granjas en el estado de
Nueva York y utilizaron un sistema de indexacién multidimensional para identificar los
factores de riesgo asociados con la seropositividad a diversos serotipos. Aunque los
resultados varian, dependiendo del serotipo especifico evaluado, la edad se identificé de
nuevo como un factor de riesgo, al igual que ciertas practicas de gestién. La densidad de
caballos resulté en conjunto, asi como la exposicibn a los roedores, la fauna, y
potencialmente contaminacion del suelo y el agua, podrian estar asociados con un mayor
riesgo de seropositividad a algunos serotipos. Ademas, caballos manejados de forma
individual, como caballos en una pista, tenian la mitad de probabilidades de ser
seropositivos como los gestionados en grupos, tales como caballos de rodeo (Sellon, 2013).

2.6. Patogénesis.

El portal habitual de entrada para la leptospira es por la penetracién de las membranas
mucosas erosionadas o blandas y la piel hiumeda. En ocasiones, los organismos pueden
entrar por las picaduras de insectos, por inhalacién, ingestion o contacto directo con
animales portadores. Como con la mayoria de las enfermedades infecciosas, el resultado
de la exposicion a leptospira depende de la dosis, la virulencia y la susceptibilidad del
hospedador. Tras la entrada en los vasos linfaticos y el torrente sanguineo, los organismos

se multiplican y se llevan a multiples 6rganos. La bacteriemia se produce tipicamente de



cuatro a diez dias después de la exposicion inicial. No hay tropismo tisular aparente, y las
leptospiras se replican en muchos tejidos, incluyendo rifiones, higado, bazo, sistema
nervioso central (SNC), ojo, glandula mamaria, y el tracto genital. La accion de los flagelos
axial y la liberacion de hialuronidasas pueden facilitar la invasion, sobre todo en el SNC y
el ojo. La infeccion fetal puede ocurrir después de la localizacion en el utero gravido. El
organismo puede persistir, con mayor frecuencia en las células epiteliales tubulares renales
(Gamarra, 2009).

A diferencia de otras Enfermedades Infecciosas, la leptospirosis no provoca necrosis
hepatica, razon por la cual las transaminasas del higado permanecen con valores normales.
Las bacterias alcanzan diversos 6rganos como el bazo, el higado, utero, rifiones,
articulaciones y cerebro. Por otra parte, pueden atravesar la barrera transplacentaria y
contaminar al feto. Durante la leptospiremia hay destruccién de globulos rojos con la
aparicion de una anemia leve a moderada. La oftalmia periddica (uveitis crénica) en los
equinos se presenta a raiz de reacciones inflamatorias inmunomediadas que sensibilizan
al iris, provocando procesos recidivantes (Nachon Cicciarella, HN, 2005; Bosisio, CR,
2005).

2.7. Sintomatologia.

La infeccién por leptospira en equinos no es frecuente, y los signos clinicos son dificiles de
apreciar, pero la enfermedad puede ser causada por L. bratislava y L. pomona. Los
sintomas con los que mas se relacionan son abortos en yeguas y cuadro renal en caballos
jévenes, una uveitis anterior de tipo inmune puede ser una manifestacion de leptospirosis
equina crénica. Las reacciones cruzadas entre antigenos de la Leptospira spp y las
proteinas de la cornea y el cristalino sugiere la implicacién de mecanismos autoinmunes
(Malanana. et al. 2015).

En las infecciones naturales, los sintomas han sido fiebre, ligera ictericia y aborto.
Probablemente la leptospirosis esta implicada en uveitis recurrente en los equinos. La
leptospirosis equina se caracteriza por temperaturas de 39.5 a 40.5 °C que duran de dos a
tres dias, depresion, anorexia, ictericia y neutrofilia. Pueden ocurrir abortos varias semanas
después de la fiebre y la uveitis crénica (oftalmia periddica) puede aparecer meses
después. Muchos casos transcurren sin ser reconocidos por su curso pasajero, solamente

dejando las lesiones oculares como sintoma visible (Caro Valencia y Jaime Silva. 2007).



2.7.1. Aborto, Nacimiento Mortal y Enfermedad Neonatal

La leptospiremia puede conducir a la infeccidon de los 6rganos reproductores de yeguas
prefiadas, esto puede causar: reabsorcion fetal, aborto, muerte fetal, y neonatos prematuros
0 débiles. Un estudio en una granja de Rio de Janeiro se demostro la presencia de
leptospiras en el Gtero de yegua con problemas reproductivos, se concluydé que los
serovares que mas afectan en las infecciones genitales son la L. australis (76.4%) vy L.
pomona (23,6%) (Hamond, et al. 2015).

Los abortos con leptospiras ocurren con mayor frecuencia en la gestacion media a tardia.
Aunque las placentas afectadas pueden parecer normales, son mas difusamente gruesas,
edematosas y hemorragicas. La membrana corioalantoica puede aparecer mucoide y
decolorada. En algunos casos también puede estar presente una inflamacion del cordén
umbilical o funisitis, que generalmente aparece como una decoloracion difusa del cordon

umbilical (Sellon, 2013).
2.7.2. Uveitis Recurrente Equina (ERU).

La uveitis suele ocurrir meses o afios después de adquirirla naturalmente o al ser inducida
experimentalmente. La uveitis recurrente es una de las principales causas de ceguera en
caballos a nivel mundial. Los signos y lesiones muestran lo severo del curso de la
enfermedad. La inflamacién puede involucrar la cérnea, el cristalino, y la retina. Las causas
propuestas incluyen parasitos, neoplasias, traumas y otros agentes infecciosos (Faber, et
al. 2000). La uveitis recurrente es una secuela de la infeccion por leptospira y es la causa
infecciosa mas comun de ceguera y dafio en la vision de caballos alrededor del mundo
(Verma et al. 2005). Curiosamente, un estudio de 112 caballos con ERU (Dwyer et al 2011)
sugirié que la uveitis causada por leptospira puede ser mas grave que la ERU de otras
causas porque los caballos con uveitis que eran seropositivos a las leptospiras tenian 4,4
veces mas probabilidades de perder vision que los caballos seronegativos con uveitis.
(Sellon, 2013). También conocida como ceguera de la luna u oftalmia periédica y es
caracterizada por episodios de inflamacién intraocular que se desarrolla de semanas a
meses después de un episodio inicial de uveitis y se repite en intervalos regulares (Gilger
y Michau, 2004). En un estudio realizado por Wollanke et al, el 38% de los 120 caballos de
los cuales L. interrogans fue aislado del vitreo habia estado clinicamente afectado por méas

de 1 afio.



La hemorragia pulmonar vista en leptospirosis severa en seres humanos y animales de
experimentacion en algunas especies de ganado comunmente se ha considerado que no
sea una caracteristica comun de leptospirosis equina. Sin embargo, la evidencia reciente
sugiere que este sindrome puede ser mas comun de lo que se pensaba, con insuficiencia
respiratoria aguda se describe en los potros y endoscopia revela hemorragia pulmonar en
el 35% de los caballos adultos seropositivos. Aunque se ha considerado en general que la
leptospirosis en caballos adultos es subclinica, estudios recientes sugieren que se debe
considerar en el diagndstico diferencial de dificultad respiratoria aguda en caballos adultos
y potros (Sellon, 2013).

2.8. Técnicas de diagnéstico

2.8.1. Pruebas seroldgicas

Las pruebas seroldgicas constituyen el procedimiento de laboratorio utilizado con mas
frecuencia para confirmar el diagndstico clinico, para determinar la prevalencia en el rebafio
y para realizar los estudios epidemiol6gicos. Los anticuerpos contra leptospira aparecen a
los pocos dias del comienzo de la enfermedad y persisten durante semanas 0 meses y en
algunos casos, afios. Desafortunadamente, los titulos de anticuerpos puede que
desciendan hasta niveles indetectables mientras los animales permanecen infectados
cronicamente, esta variacion va a depender de la especificidad de serogrupo y de serotipo.
La prueba de la aglutinaciéon microscépica (MAT) y el enzimoinmunoensayo (ELISA)

contribuyen al diagnéstico veterinario (OIE, 2014).

2.8.2. Prueba de aglutinacion microscépica (MAT)

La prueba MAT en la que se emplean antigenos vivos es la prueba serolégica mas
ampliamente utilizada. Constituye la prueba de referencia frente a la que se evallan todas
las otras pruebas serolégicas y se utiliza en las comprobaciones para la
importacion/exportacion. Para obtener una sensibilidad éptima deben emplearse antigenos
representativos de todos los serogrupos conocidos que existen en la region en la que se
han encontrado los animales y, preferiblemente, cepas que representen a todos los
serogrupos conocidos. La presencia de un serogrupo normalmente viene indicada por la
reaccion frecuente en la seleccion seroldgica pero solo puede identificarse definitivamente
por el aislamiento de un serotipo procedente de animales afectados clinicamente. Se puede

mejorar la sensibilidad de la prueba utilizando aislamientos locales en vez de cepas de



referencia, pero las cepas de referencia ayudan en la interpretacion de los resultados entre
los laboratorios. (OIE, 2014).

La especificidad de la MAT es buena; normalmente los anticuerpos frente a otras bacterias
no dan reaccion cruzada con Leptospira de manera significativa. Sin embargo, existen
reacciones serolégicas cruzadas significativas entre serotipos y serogrupos de leptospira y
es probable que un animal infectado con un serotipo tenga anticuerpos frente al serotipo
infectante que dé una reaccién cruzada con otros serotipos (normalmente a un nivel mas
bajo) en la MAT. Por tanto, la serologia no puede utilizarse para identificar definitivamente
la identidad del serotipo infectante en una infeccién individual o en un brote, y requiere el
aislamiento del agente. Sin embargo, en areas donde los serotipos de leptospira presentes
se han descrito bien mediante estudios de aislamiento, el examen serolégico de los
animales infectados puede sugerir, aunque no definitivamente identificar, el serotipo
infectante. Ademas, los animales que han sido vacunados contra la leptospirosis pueden
tener anticuerpos frente a los serotipos presentes en la vacuna utilizada. Por tanto, es
especialmente importante considerar el historial de vacunacion de los animales objeto de
estudio (OIE, 2014).

2.9. Diagnoéstico diferencial

Anemia Infecciosa Equina, Salmonelosis, Babesiosis, Tripanosomiasis, Artritis viral equina,
Rinoneumonitis viral equina y la causada por Streptococcus genitalium (Sandow y Ramirez,
2005).

2.10. Tratamiento

El objetivo primordial para el tratamiento contra la infeccién por leptospirosis, es controlar
la infeccién antes del dafio irreparable que puede ocurrir en el higado y rifién. Practicamente
todos los antibidticos tienen efecto sobre la infeccion por leptospiras, excepto de las
sulfonamidas, cloranfenicol, cefalotina por resistencia que ha sido documentadas para
algunos aislamientos. Los antibidticos mas recomendados son: dihidroestreptomicina,

penicilina, estreptomicina, oxitetraciclina, tetraciclina, etc. (Sandow y Ramirez, 2005).

Dihidriestreptomicina: 20-25mg/kg./24h durante 4-6 dias / IM.
Tetraciclina: 15-25mg/kg./12h durante 4-6 dias /IM.
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Penicilina en caso agudo: 10000-20000Ul/kg./12h durante 5-7 dias /IM.
Corticosteriodes por via parenteral en caso de oftalmia peridédica en equino y pomada de
atropina tres veces al dia.

Ningun estudio especifico ha abordado el tratamiento con antibiéticos para la leptospirosis
en caballos. Algunos antibidticos recomendados incluyen penicilina, oxitetraciclina,
estreptomicina, dihidroestreptomicina y eritromicina. En un estudio limitado, la tetraciclina,
la penicilina y la dihidroestreptomicina no eliminaron el derramamiento en caballos, aunque
las dosis y la duracién del tratamiento pudieron no ser adecuadas. La penicilina se ha
administrado a yeguas prefiadas con titulos de leptospiras en aumento a finales de la
gestacioén, con la entrega de potros clinicamente normales, aunque la importancia de esto
es incierta. En los casos notificados de insuficiencia renal aguda en caballos, dos caballos
fueron tratados con penicilina y el tercero con &cido ticarcilina-clavulanico, todos con un
resultado positivo. Un potro prematuro con hematuria y leptospiruria fue tratado con éxito
con penicilina y sulfato de amicacina. En todos los casos, se administré6 una terapia
adyuvante apropiada, tal como fluidos intravenosos y furosemida. Debido a que los caballos
con leptospirosis clinica pueden ser azotémicos, es importante considerar el potencial de

nefrotoxicidad al seleccionar un antibiético especifico. (Sellon, 2013)

El tratamiento para ERU consiste tipicamente en una combinacion de agentes
antiinflamatorios: Prednisona 1% y la dexametasona son los corticoides que han
demostrado mejores resultados clinicos, ademas se utilizan midriaticos ya que la midriasis
minimiza la formacion de sinequias y alivian el dolor producido por los espasmos de la
musculatura de los cuerpos ciliares. Estas drogas producen un cierre interendotelial a nivel

capilar que evita la extravasacion de plasma (Zapata, 2004).

Se ha recomendado la vitrectomia y la sustitucion del vitreo por una solucion salina de
gentamicina para el tratamiento. En un estudio de 38 caballos con seguimiento de al menos
6 meses, los propietarios informaron no méas episodios de uveitis en 42 de 43 ojos. Se
mantuvo cierta visioén en 31 de 43 ojos (72%), mientras que 12 de 43 (28%) fueron ciegos.
Se pensO que la mejora fue causada principalmente por la eliminacion de bacterias
intraoculares persistentes, asi como mediadores inflamatorios y las células que contribuyen

a la progresion de la inflamacion intraocular (Sellon, 2013).
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Otra técnica es la colocacién de un implante de ciclosporina A (Inmunosupresor) entre la
esclerética y la pars plana a fin de permitir la liberacion a largo plazo de droga al segmento
posterior del ojo (Zapato, 2004).

2.11. Prevencién

Limitar la exposicién al agua estancada ya los portadores potenciales, como el ganado
vacuno, porcino, roedores y vida silvestre, puede ayudar a controlar la leptospirosis. En una
granja con abortos leptospirales, los abortos cesaron cuando los caballos ya no eran
alimentados por la propagaciéon de piensos en el suelo. Numerosos animales salvajes de
varias especies se habian observado en la zona durante la alimentacion. Los animales
infectados deben ser aislados y las &reas contaminadas deben ser limpiadas y
desinfectadas. Para las personas en entornos de alto riesgo, la doxiciclina una vez por
semana es eficaz para la profilaxis a corto plazo. Esta practica es controvertida debido a
las preocupaciones sobre el desarrollo de resistencia a los antibiéticos, y no se ha

recomendado para la prevencion de la enfermedad en el caballo.

La vacunacién contra la leptospirosis es comdn en algunas especies. Aungque actualmente
no se han aprobado vacunas para su uso en caballos, estudios limitados han evaluado la
respuesta de los caballos a la vacunacion con bacterias leptospirales. Parece que los
caballos tienen una respuesta de anticuerpos después de la vacunacion. Hasta la fecha, el
unico efecto adverso documentado ha sido las reacciones locales poco frecuentes en el
sitio de inyeccion. Anecdéticamente, la vacunacion se ha utilizado en granjas con abortos

de leptospiras y uveitis, pero ningun dato controlado apoya su eficacia.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Descripcién del estudio
El estudio se llevd a cabo en el Municipio de Tecoluca, especificamente en tres de sus
Cantones de mayor riesgo a inundaciones por la cercania al rio Lempa; San Carlos Lempa,
Las Mesas y las Anonas, (Comision Municipal de Proteccion Civil prevencion y mitigacion
de desastres de Tecoluca, 2013) (Anexo 1) la investigacion se desarroll6 en los meses de

mayo a diciembre 2016.
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Las condiciones climatolégicas de la zona se caracterizan por tener entre 1,700 a 1,800
mm de lluvia al afio, con una temperatura promedio de 26.8 °C y una humedad relativa
promedio de 73%. La georreferencia de la parte mas baja es de -1 msnm (Metros sobre el
nivel del mar) con 88°45°0”" O y 13°16'59.88"" N y la zona mas alta es de 19 msnm con
88°48°0" O y 13°22'59.88” N. (Comisién Municipal de Proteccion Civil prevencion y

mitigacion de desastres de Tecoluca, 2013).

3.2. Metodologia de Campo
El estudio incluyo toda la poblacién de equinos presentes en los cantones San Carlos
Lempa (n=50), Las Anonas (n=37) y en Las Mesas (n=61), El muestreo se realiz6 de mayo
a junio de 2016. Se tomaron muestras de sangre de la vena yugular con agujas y tubos al
vacio de 5 ml sin anticoagulante. Las muestras se trasladaron a la Red de Laboratorios
Veterinarios del MAG ubicado en El Cantén ElI Matazano, municipio de Soyapango, para la
obtencion del suero mediante la centrifugacion a 2,500 rpm por 5 min a temperatura

ambiente. Los sueros fueron refrigerados hasta su utilizacion.

3.3. Descripcion de latécnica empleada para latoma de muestra
Se abord6 la vena yugular, con el pulgar izquierdo en el surco yugular a la mitad de su
trayecto en el cuello, haciendo hemostasis y sujeta la vena, se introdujo la ajuga junto con
la jeringa descartable en angulo aproximado de 15° con la piel 1 cm arriba del pulgar que
esta sujetando el vaso, se introduce 1 o 2 cm bajo la piel, se aumenta el angulo a 45° y se
empuja para que entre en la vena. La puncién se realizdé en un solo movimiento suave y
continuo, extrayéndose 5 ml de sangre. Para la obtencion del suero, se dej6 el tubo en
reposo a temperatura ambiente para la retraccién del coagulo por 15 o 20 minutos, el
coagulo se desprende de las paredes del tubo. El transporte al Laboratorio de diagndstico
veterinario del MAG, se hizo con los tubos en posicion vertical y refrigerada en hielera a

4°C. Cada muestra se identificé con el nombre de animal (OIE, 2014).

3.4. Georreferenciacion
La georreferenciacion de las unidades en estudio, se realiz6 mediante el sistema de
posicionamiento global GPS, tomando coordenadas geogréficas (latitud, longitud en grados
decimales). El andlisis de la poblacién equina susceptible a la enfermedad, en los cantones
San Carlos Lempa, Las Mesas y Las Anonas del municipio de Tecoluca en San Vicente, se
desarrollé6 mediante el uso del sistema de informacion geografica con el software ArcGIS,

utilizando una base cartografica de El Salvador.
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3.5. Metodologia de Laboratorio
El procedimiento de las muestras se desarrollé en la Red de Laboratorios Veterinarios del

Ministerio de Agricultura y Ganaderia, Plantel El Matazano, Soyapango.

Al inicio de la investigacion se consideré incorporar los serovares L. bratislava, L. wolffy y
L. ballum las cuales, si fue posible adquirirlas, pero por causas desconocidas no se obtuvo
un crecimiento favorable de los serovares, por lo que fue imposible contar con dichos

serovares al momento de realizar los respectivos analisis.

3.5.1. Técnica de Microaglutinacion en Placa
La sangre se coagula a temperatura ambiente y posteriormente centrifugarla a 1,100 rpm x
10 minutos. Luego separar el suero y si no se realizara el test en momento que debe
congelar la muestra. Se utilizé6 un cepario conformado con los siguientes serovares: L.

australis, L. autumnalis, L. bataviae, L. canicola, L. pomona, L. pyrogenes, L. hardjo hardjo.

Las cepas de trabajo o antigenos se mantienen en medio liquido enriquecido con

suplementos.
3.5.2. El procedimiento de latécnica serealiz6 como se describe a continuacion.

Trasladar del cultivo de medio liquido una pequefia cantidad a tubos de ensayo,
previamente rotulados con el nimero de identificacion del antigeno correspondiente.
Centrifugar dichos antigenos a 1,100 rpm x 10 minutos.

Colocar seguin numero de muestras, a cada tubo de ensayo 1.25 ml de Solucion
Amortiguada con Fosfato (SAF) y 25 pl del suero a analizar, para obtener una dilucién de
1:50.

Utilizar placas de poliestireno con fondo en U.

Hacer plan de distribucién en la placa, colocando previamente el control.

En primera columna se colocard el control negativo de cada antigeno a usar, desde la
segunda columna a la 12° colocar muestras.

Llenar los pozos de la primera columna con 50 pl de SAF, en las columnas restantes colocar
50 pl de la dilucion SAF- SUERO 1:50 correspondiente a cada muestra.

Agregar 50 pl de cultivo de Leptospira, previamente centrifugado, en su fila respectiva
(Figura A-1)
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Mezclar suavemente, cubrir con papel parafilm e incubar durante 2-4 horas a 29 +- 1° c.

Figura A-1: Plan de distribucion en la placa

50 pL del antigeno de Leptospira correspondiente
Muestra

(SAF - Suero)
50 pL C. Mixl 2 3 4

O0000OOO0OOOOOO
OO0 O0O0O00O0O0O00O0OO0

=
-

10 11

Lectura de resultados

Después que el tiempo de incubacién ha terminado se observa si la muestra presenta
aglutinacion, siempre y cuando el suero-muestra contenga anticuerpos; de lo contrario se
observa el campo con leptospiras libres. Para comprobarlo se deposita una pequefia gota
uniforme de cada pozo sobre un portaobjetos de vidrio limpio, se examina por microscopio

de campo oscuro con objetivo 10X. Colocar primero el control negativo de cada serovar.
Interpretacion y reporte de resultados

El titulo de punto final sera la dilucion de suero que muestra un 50% de aglutinacion,
dejando libre un 50% de las células.
El grado de reaccion es interpretado por estimacion de % de leptospiras aglutinadas de la

siguiente manera:

:

Aglutinaciéon con 75% de células libres +

Sin aglutinacion e idéntico al antigeno de control Negativo

Todos los sueros que en la prueba de seleccion preliminar (dilucién 1:100) se observe la
reaccion de aglutinacion del 50% (++) o mayor frente a uno 0 mas antigenos; debera ser
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titulado haciendo diluciones dobles del suero comenzando desde la dilucién 1:100 ha la
dilucion 1: 12,800 o mas.

El resultado final es el titulo de la dilucion en donde se observé la aglutinacion del 50%. (El
punto final de la titulacién es reciproca a la dilucibn més alta de un suero en la cual se haya

aglutinacion por lo menos el 50% (++) de las células y el 50% se mantienen libres).

Metodologia Estadistica

La prevalencia se refiere a la cantidad de enfermedad presente en una poblacién conocida
durante un periodo de tiempo determinado, sin distinguir causas nuevas de antiguas. La
prevalencia generalmente se expresa como prevalencia puntual la cual es la cantidad de
enfermedad que existe en una poblacion en un momento determinado de tiempo, a pesar
que la prevalencia puede ser definida simplemente como el nimero de animales afectados,
generalmente se expresa en términos del nimero de animales enfermos en relacion con el

namero de animales existentes de la poblacién en riesgo a desarrollar la enfermedad.

Se estableci6 la prevalencia mediante la siguiente formula (Martin et al., 1997)

P= n° de animales con la enfermedad en un periodo de tiempo. X 100

n° de animales en riesgo en ese periodo de tiempo.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta investigacion se analizaron un total de 147 sueros de equinos mediante la prueba
de aglutinacion microscoépica, obteniéndose como resultado 102 equinos seropositivos a
uno o mas serovares de Leptospira spp., lo que representa una seroprevalencia general del
69.39% (Cuadro A- 1; Figura A- 2). La seroprevalencia para los diferentes serovares
incluyendo infecciones mixtas fue: L. hardjo 45.57%, L. canicola 22.44%, L. pyrogenes
21.08%, L. autumnalis 19.04%, L. pomona 7.48%, L. australis 5.44%, L. bataviae 2.72%
(Figura A- 3).

Cuadro A- 1: Seroprevalencia de Leptospira spp. en equinos procedentes de la zona de
estudio.

Seropositivos Seronegativos Total

N° de Muestras 102 45 147
69.39% 30.61% 100%
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Figura A- 2: Seroprevalencia de Leptospira spp. en equinos procedentes de la zona de
estudio.

Seroprevalencia

= Positivos = Negativos

La seroprevalencia general en este estudio, difiere considerablemente con estudios
realizados en lItalia, China y Costa Rica donde registran seroprevalencias menores desde
1.5% hasta el 27.8% (Verma et al, 2013; SENASA, 2012); sin embargo, se encuentra en
rangos de seroprevalencias registradas en el Continente Americano las cuales varian del
60 al 100% en paises como Argentina, 62.3%; Chile, 65.4%; Brasil, 75.7%; Nicaragua, 76%;
Colombia, 76.6%; México, 86.5% y Peru, 100% (Gbémez, 2005; Foro Nacional de
Leptospirosis de Nicaragua, 2012; Rey et al, 2015; Sotomayor et al, 2012; Méndez et al,
2013; Schemeling et al, 2009; Finger et al, 2014, Troncoso et al, 2013).

En El Salvador Arévalo et al.,(2016) realiz6 un estudio en el cual se obtuvo una
seroprevalencia de 63.71% en el departamento de San Miguel, hallazgo similar a la
seroprevalencia encontrada en la presente investigacion; sin embargo, es importante
considerar que en la investigacion de Arévalo la procedencia de los equinos se desconocia
ya que eran animales en transito en decomiso bajo custodia del Estado y estabulados en
un mismo lugar, lo que no da certeza del momento de contacto con el agente infeccioso.
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Las diferencias observadas en las seroprevalencias de Leptospira spp. que se registran en
el mundo varian notablemente debido a la zona en estudio (temperatura, precipitacion,
humedad relativa, asi como el pH, estructura y composicion del suelo) (Sandow y Ramirez,
2005). Cabe mencionar que en la zona de estudio tiene las siguientes condiciones
climéticas 1,700 a 1,800 mm de lluvia al afio, con una temperatura promedio de 26.8 °C y
una humedad relativa promedio de 73% por lo que con frecuencia en la época lluviosa del
aflo se presentan inundaciones (Comision Municipal de Proteccién Civil prevencion y
mitigacién de desastres de Tecoluca, 2013), factores que favorecen la supervivencia del

agente infeccioso.

Figura A- 3: Seroprevalencia de Leptospira spp. segun serovares incluyendo infecciones
mixtas en equinos de la zona en estudio.
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Los serovares que presentaron una mayor seroprevalencia en esta investigacion fueron L.
hardjo, L. canicola, L. pyrogenes y L. autumnalis; resultados que concuerdan a los
obtenidos por Arévalo et al, (2016) en El Salvador; y estudios en otros paises como México,
Chile y Colombia (Gémez, 2005; Valencia, 2007; Troncoso et al., 2013; Gonzalez, 2016).

Los serovares L. hardjo y L. pyrogenes poseen como reservorio a los bovinos; quienes son
considerados como su hospedador de mantenimiento (Samir et al., 2015); en este sentido
la alta frecuencia de los serovares L. hardjo y L. pyrogenes en el presente estudio, puede
estar relacionado a la transmision desde bovinos. En cuanto a la alta seroprevalencia de L.
canicola, el perro es el hospedador de mantenimiento y su presencia en este estudio se
puede deber a la presencia de perros en los potreros. Los perros cumplen funciones de
compaiiia, vigilancia o pastoreo; sin embargo, la conducta tan especial de los perros de

orinar en distintas partes para delimitar su territorio, los vuelve un factor de riesgo ya que
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las leptospiras son eliminadas por esta via y asi facilita la transmision a otros animales
(Sepulveda, 2002); de acuerdo a los datos obtenidos por la encuesta el 100% de los equinos
tiene contacto con bovinos y el 93 % con caninos (Anexo 2). En cuanto al serovar L.
autumnalis, un estudio en Estados Unidos en los afios 2002-2004 nos muestra que los
perros obtuvieron reaccion cruzada para L. pomona y L. autumnalis esta ultima ha sido
aislada en vida silvestre (mapaches) (Moore et al., 2006); contrario un estudio en la ciudad
Namakkal que el Serovar L. autumnalis lo relacionan con perros domésticos (Senthil et al.,
2013).

El 80% de las unidades productivas que ingresaron al estudio poseian al menos un animal
seropositivo a Leptospira spp., encontrando seroprevalencias del 70.59%, 82.05% Yy
88.89% en los cantones San Carlos Lempa, Las Mesas y Las Anonas, respectivamente
(Cuadro A- 2).

Cuadro A- 2: Seroprevalencia de unidades productivas por cantén.

SEROPREVALENCIA DE UNIDADES PRODUCTIVAS POR CANTON

Canton Positivos Negativos Total Seroprevalencia
San Carlos Lempa 24 10 34 70.59 %
Las Anonas 24 3 27 88.89%
Las Mesas 32 7 39 82.05 %

En los cantones en estudio se obtuvieron datos de seroprevalencia general en equinos es
similar entre ellos (Cuadro A- 3). En cuanto a la presencia de los siete serovares estudiados
se determind que se encuentran en los tres cantones en diferentes proporciones,
considerando como excepcién Unica la ausencia del serovar L. australis en el cantén las
mesas (Cuadro A- 4 y Figura A- 4). La presencia de los siete serovares puede ser debido a
gue las zonas cumplen con las caracteristicas necesarias para que la bacteria sobreviva y
se disemine por la region, tomando en cuenta que en este lugar hay inundaciones
frecuentemente en la época lluviosa, formando un medio ambiente que favorece al
mantenimiento de la bacteria, esto unido a la presencia de diferentes especies de animales

domeésticos y silvestres que pueden servir como hospederos y reservorios.



Cuadro A- 3: Seroprevalencia por cantén.
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SEROPREVALENCIA DE ANIMALES SEROPOSITIVOS POR CANTON

Canton positivos negativos total Seroprevalencia
San Carlos Lempa 32 18 50 64.00 %
Las Anonas 28 9 37 75.68 %
Las Mesas 42 18 60 70.00 %
Cuadro A- 4: Seroprevalencia segun serovar por canton.
San Carlos Lempa Las Anonas Las Mesas
%
Frecuenci Frecuenci Frecuencia general
ade % ade % de %
serovares serovares serovares
11 16.18 6 13.95 11 15.49 19.05
7 10.29 1 2.33 0 0 5.44
13 19.12 5 11.63 15 21.13 22.45
18 26.47 19 44.19 30 42.25 45.58
5 7.35 2 4.65 4 5.63 7.48
12 17.65 9 20.93 10 14.08 21.09
2 2.94 1 2.33 1 1.41 2.72

Figura A- 4: Porcentaje de serovares de Leptospira spp. en equinos por canton.
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La seropositividad de Leptospira spp. esta ampliamente distribuida, observandose

positividad tanto en unidades productivas como en equinos en toda la zona de estudio

(Figura A- 5), con la presencia de todos los serovares a excepcion de L. australis en el

canton Las Mesas (Anexo 3 - 9). La mayor cantidad de casos de seropositividad en equinos

estan asociados a la localizacion de los asentamientos humanos, debido a la mayor

concentracion de dichos animales, al ser estos empleados para transporte y trabajo. Esto

demuestra la presencia de la bacteria en el medio, que representa un riesgo para diferentes

especies animales y personas en la zona.

Figura A- 5. Georreferenciacion de equinos seropositivos y seronegativos a Leptospira

spp. en la zona de estudio.
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5. CONCLUSIONES

La presente investigacion de seroprevalencia de Leptospira spp. es la primera en realizarse
en equinos a nivel del bajo Lempa, demostrando la amplia diseminacion del agente
infeccioso en el &rea de estudio.

Un total de 147 sueros procedentes de 100 unidades productivas fueron analizados
mediante la prueba de aglutinacion microscoépica, de los cuales 102 sueros (69.39%) y 80
propiedades (80%), resultaron seropositivos a por lo menos un serovar de Leptospira spp.
Mediante la presente investigacion, se demostro la presencia de siete serovares en los
equinos de la zona en estudio: L. hardjo 45.57%, L. canicola 22.44%, L. pyrogenes 21.08%,
L. autumnalis 19.04%, L. pomona 7.48%, L. australis 5.44%, L. bataviae 2.72%;

encontrandose con mayor frecuencia, L. hardjo en los tres cantones.

Mediante la presente investigacién, se demostré que los serovares de Leptospira spp. en

los equinos, estan distribuidos en toda la zona de estudio.

La mayor cantidad de casos de seropositividad en equinos estan asociados a la localizacion
de los asentamientos humanos, debido a la mayor concentracién de dichos animales, al ser

estos empleados para transporte y trabajo.

La presencia de los serovares L. hardjo y L. canicola en mayores porcentajes, puede
deberse a que las especies animales con las que los equinos en estudio conviven
mayormente, compartiendo fuentes de agua, son los bovinos y caninos los cuales son
hospederos de mantenimiento para los serovares anteriormente mencionados
respectivamente, favoreciendo el mantenimiento y diseminacién de la enfermedad entre los

equinos.

La presente investigacion proporciona informacién del comportamiento del agente
infeccioso en los equinos, demostrando que el control de la enfermedad debe ser dirigido

primariamente a bovinos y caninos.
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6. RECOMENDACIONES

Realizar esfuerzos para la incorporacion de nuevos serovares en el diagnostico de

Leptospirosis en equinos, en los laboratorios oficiales del pais.

Adquirir un método diagnostico que tenga mayor especificidad y sensibilidad para la
deteccién de Leptospira spp., como las pruebas de aislamiento bacteriano y técnicas

moleculares basadas en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Implementar una campafia de educacion zoosanitaria para la poblacion en general,
enfocada en la prevencion de la enfermedad, incentivando la notificacién inmediata sobre

la notificacion de casos sospechosos a la enfermedad.

Llevar a cabo campafias de vacunacién dirigidos a las especies bovina y canina, debido a
la posibilidad de que actllen como hospedadores de mantenimiento para el equino en la

Zona.

Ampliar la investigacién en la zona incluyendo diferentes especies de animales domésticos
y silvestres como perros, cabras, ovejas, cerdos, mapaches y roedores, debido a que
diferentes hospederos de mantenimiento pueden ser causantes de la transmision de

diferentes serovares de Leptospira spp.

Realizar investigaciones que permitan establecer la seroprevalencia y distribucion de los

diferentes serovares de Leptospira spp. a nivel nacional.
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8. ANEXOS
1. Figura A-6. Mapa de los cantones en estudio.
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2. Figura A-7. Especie de animales en contacto con los Equinos.
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Figura A-8. Casos de L. autumnalis en los cantones en estudio.
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Figura A-9.

Casos de L. australis en los cantones en estudio.
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Figura A-10. Casos de L. canicola en los cantones en estudio.
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Figura A- 11. Casos de L. hardjo en los cantones en estudio.
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Figura A- 12. Casos de L. pomona en los cantones en estudio.
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Figura A- 13. Casos de L. pyrogenes en los cantones en estudio.
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Figura A- 14. Casos de L. bataviae en los cantones en estudio.
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Figura A- 15. Mapeo general de los serovares encontrados en relacion a los
asentamientos de humanos en la zona.
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