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Identificacion de serovares de Leptospira spp. presentes en ratas y ratones
sinantrépicos de tres cantones del municipio de Tecoluca, San Vicente, El Salvador.

Elias-Ramirez, J.C.%, Rodas.-Rodrigues, T.M.%, Lopez-Salazar, C.D.?, Romero-Pérez,
L.E.2, Aguilar-Pichinte, V.R. 3

RESUMEN

La leptospirosis es una zoonosis de distribucion mundial que se encuentra tanto en entornos
urbanos como rurales, dicha enfermedad se incluye dentro de las enfermedades de
notificacion obligatoria para el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) y el Ministerio
de Salud de El Salvador (MINSAL). La presente investigacion consistié en demostrar la
presencia o ausencia de serovares de Leptospira spp. en ratas y ratones sinantrépicos de
tres cantones del municipio de Tecoluca, San Vicente, El Salvador. Se realiz6 en el periodo
de Diciembre del 2016 a Julio del 2017 con un total de 150 capturas, comprendiendo las
especies Rattus norvegicus, Rattus rattus y Mus musculus. Se tomaron muestras
sanguineas de las anteriores especies, logrando un total de 88 muestras aptas para su
andlisis mediante la prueba de aglutinacion microscépica (MAT), segun lo establecido por
el protocolo de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE). Se obtuvieron 20
muestras seropositivas a uno o mas serovares, dentro de estos: icterohaemorrhagiae,
pyrogenes, tarrasovi, sejroe y hebdomadis. Siendo el serovar icterohaemorrhagiae y
pyrogenes los encontrados con mayor frecuencia, los cuales por definicion se asocian a
roedores, bovinos y caninos, destacando la importancia epidemiolégica en la transmision
hacia diversas especies en la zona.

Palabras clave: Leptospira spp, leptospirosis, zoonosis, aglutinacion microscopica, ratas y
ratones.

Abstract

Leptospirosis is a zoonosis of worldwide distribution that is found in both urban and rural
environments, this disease is included in the diseases of obligatory notification for the
Ministry of Agriculture and Livestock (MAG) and the Ministry of Public Health of El Salvador
(MINSAL). The present investigation focused on demonstrating the presence or absence of
serovars of Leptospira spp. in synanthropic rats and mice from three cantons, from the
municipality of Tecoluca, San Vicente, El Salvador. The investigation was carried out from
December 2016 to July 2017 with a total of 150 captures, comprising the species Rattus
norvegicus, Rattus rattus and Mus musculus. Blood samples were taken from these species
in wich a total of 88 samples were suitable for analysis using the Microscopic Agglutination
Test (MAT), as established by the protocol of the World Organization for Animal Health
(OIE). It were obtained 20 seropositive samples with one or more serovars, such as:
icterohaemorrhagiae, pyrogenes, tarrasovi, sejroe and hebdomadis. Being the serovar
icterohaemorrhagiae and pyrogenes the most frequent. By definition, these two serovars
are associated with rodents, bovines and canines, having an important effect on the
epidemiological transmission to various species in the area.

Key words: Leptospira spp, leptospirosis, zoonosis, microscopic agglutination, rats and
mice.
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1. INTRODUCCION.

La leptospirosis es una enfermedad de origen bacteriano producida por la espiroqueta del
género Leptospira, afecta a la mayoria de mamiferos domésticos y silvestres, incluido el ser
humano. Sus hospederos pueden actuar como hospederos de mantenimiento o accidental
en funcion del serovar considerado. Se encuentra con mayor frecuencia en los trépicos,
donde las condiciones para su transmision son favorables (Arango et al. 2001). Los
principales diseminadores o fuentes de contaminacién son las ratas y ratones, estos al
infectarse no muestran signos clinicos y de esta manera pueden esparcir la enfermedad
por un tiempo prolongado, infectando a otros individuos (Siuce 2013). La trasmision se
realiza cuando la bacteria penetra en la piel lacerada, mucosas o conjuntivas; ademas,
ocasionalmente los organismos pueden entrar por inhalacion, ingestion o contacto con
animales portadores (Odriozola 2001).

A nivel Centroamericano existen dos investigaciones de Leptospirosis en ratas y ratones
silvestres, en Guatemala y en Nicaragua, observandose resultados variables de
seroprevalencias desde el 0% al 30% respectivamente (Miranda 2014, Cardoza y Gonzales
2011). En El Salvador la presentacion de la enfermedad, en otras especies animales, ha
cambiado con el tiempo, se ha detectado un aumento gradual durante el periodo del 2010
al 2016 en casos reportados de la enfermedad en bovinos, segun la base de datos
epidemioldgicos de sanidad animal del MAG; un nimero significativo de estos casos se
encuentra en el municipio de Tecoluca, departamento de San Vicente, El Salvador®. En los
ultimos tres afios se observd 45 casos en los tres cantones estudiados, por tal razén y
aunado a que esta incluida en las enfermedades de notificaciébn obligatoria, se hace
necesario una constante vigilancia epidemiolégica, surgiendo asi la necesidad de una
investigacion que demuestre la presencia o ausencia de serovares de Leptospira spp.
presentes en ratas o ratones sinantrépicos de la zona de estudio.

2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Ubicacién geogréfica, duracién y unidades experimentales.

La investigacion se realiz6 en 32 unidades experimentales de tres cantones del municipio
de Tecoluca, San Vicente, El Salvador, la recoleccién de las muestras se realizd, de
diciembre 2016 a julio 2017 y comprendio dos fases: la recoleccion de muestras y el andlisis
de laboratorio.

2.2. Metodologia de campo.

La captura de las ratas y ratones se realizé mediante el uso de trampas, modelo Sherman
y trampas artesanales, cada trampa fue identificada con un numero correlativo con
marcador permanente, se colocaron a distancias de aproximadamente cinco metros entre
si, y fueron sefalizadas con carteles para evitar interferencia humana. La ubicacién de las
trampas fue cerca de zonas de reservas de alimentos, basureros, depdsitos con
almacenamiento de agua, lugares de resguardo del ganado, comederos, bebederos de
animales, armarios y aquellas zonas donde se visualiz6 excremento o anidacién de
roedores. La ubicacion de las trampas se realiz6 paralelamente a las paredes y otras
superficies verticales, procurando llevarse a cabo en horas tempranas, y retiradas 24 horas
posterior a su colocacién. Los roedores capturados fueron transportados a las instalaciones
del MAG, donde se realiz6 la toma de muestra.

4 Quintanilla, E. 2016. Casos de leptospirosis. Ministerio de Agricultura y Ganaderia (Comunicacion personal).
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2.3. Metodologia de laboratorio.

Para la manipulacién de los roedores, se introdujeron en una camara de sacrificio y se
colocé un algodén impregnado con cloroformo hasta que perdieran la conciencia. La toma
de la muestra fue realizada por via intracardiaca, utilizando jeringas de 1cc con aguja 25x%
0 jeringas de 3cc con aguja de 23x1, segun el tamafio del roedor, obteniendo de 0.5 a 1 ml.
Las muestras fueron recolectadas en tubos de ensayo sin anticoagulante de 2 ml,
identificadas con un numero correlativo.

Para el analisis de las muestras se tomd como base la prueba serolégica de aglutinacion
microscépica (MAT), establecida en el Manual de las Pruebas de Diagnostico y de las
Vacunas de Animales Terrestre de la OIE (OIE 2014), utilizando un cepario conformado por
los serovares mayormente mencionados en la literatura consultada: L. pyrogenes, L.
icterohaemorrhagiae, L. grippotyphosa, L. tarassovi, L. pomona, L. canicola, L. autumnalis,
L. hardjo (Jiménez-Coello et al. 2008, Samir et al. 2015, Benacer et al. 2016). Ademas con
los que cuenta el MAG: L. australis, L. bataviae, L. sejroe, L. hebdomadis®. Los analisis
fueron realizados por la Red de Laboratorios Veterinarios del MAG.

Se utilizé un titulo de 1:50 como punto de referencia, segun lo recomendado por miembros
de Laboratorios de Referencia de la OIE para el diagndstico de Leptospira en ratas y ratones
silvestres®.

2.4. Metodologia estadistica.

El tamafio establecido de la poblacion de ratas y ratones fue de 90 ejemplares, 30 muestras
por cantén, sin embargo debido a la dificultad de captura de los ejemplares, el numero
utilizado de muestras se modificod, segin un periodo de tiempo determinado, tomando en
consideracion unicamente los capturados desde diciembre del 2016 a julio del 2017, la
captura final fue de 150 roedores, 52 del cantén San Carlos Lempa, 56 del canton Las
Mesas y 42 del cantén Las Anonas, de estos roedores 88 fueron aptos para la obtencién
de muestras. Para su andlisis se utilizaron métodos estadisticos descriptivos tales como:
tablas resumenes y gréficos de barras.

3. RESULTADOS Y DISCUSION.

De las 88 muestras analizadas, 20 resultaron positivas, obteniéndose una seroprevalencia
de 22.73% (20/88) con muestras que fueron seropositivas a uno 0 mas serovares,
resultando menor a las seroprevalencias presentadas en diversos estudios realizados a
nivel mundial con titulos de 1:50. Como en Africa, Egipto reporta seroprevalencia de 26.7%
(Samir et al. 2015); mientras que en el continente Americano se reportd en Argentina
seroprevalencias desde el 30.1% al 52.3%, Chile 37.8%, México 50% y Nicaragua 30%
(Marder et al. 2006, Scialfa et al. 2010, Zamora y Riedemann 1999, Méndez et al. 2013,
Cardoza y Gonzales 2011). Estas seroprevalencias podrian estar influenciadas por las
condiciones geograficas ambientales de cada zona de estudio, como: temperatura, pH,
humedad relativa y composicion de los suelos, como se plantea en el estudio de Sandow y
Ramirez 2005.

En ese mismo sentido es importante reconocer con respecto al porcentaje de
seronegatividad obtenido, que estos resultados no garantizan que al momento de la toma
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de muestra los roedores se encontraran libres de la bacteria, Gnicamente podria indicar que
al momento de la toma de muestra, los roedores no tenian los titulos suficientes para
expresar seropositividad. Por lo general los animales con un caso temprano de la infeccion
0 con titulos antiguos que han disminuido resultardn negativos, y debido a que en el
momento de la toma de las muestras los roedores fueron sacrificados, no fue posible
realizar una segunda prueba MAT para verificar la titulacibn comparativa.

La presente investigacion fue realizada en una zona rural que redne las caracteristicas
climaticas y ambientales ideales para el contacto del agente infeccioso con los animales
domeésticos en los cuales se ha reportado la enfermedad’. En El Salvador, el Unico estudio
sobre la busqueda de serovares de Leptospira en roedores, es el de Ayala y Zelaya (2008),
en el que se evaluaron tres mercados del municipio de San Salvador, analizandose 171
muestras en dos especies de roedores (126 de la especie R. rattus, 45 de la especie M.
musculus); no detectdndose la presencia de anticuerpos contra ninguno de los serovares
utilizados. La diferencia de resultados obtenidos en el presente estudio, comparado con el
de Ayala y Zelaya (2008) puede deberse a que en el estudio de los mercados, se empled
un punto de corte para MAT de 1:100; ademas, no existian reportes de casos positivos a
leptospirosis en el area de estudio.

Con respecto a las 88 muestras analizadas, 32 correspondian a R. rattus, 30 R. norvegicus
y 26 M. musculus. En relacién al resultado de seropositividad por especie de roedor fue: 8
pertenecian a R. rattus, 6 R. norvegicus y 6 M. musculus. Las 20 muestras resultaron
positivas a los siguientes serovares: icterohaemorrhagiae 9.09% (8), pyrogenes 7.96% (7),
tarrasovi 3.41% (3), sejroe 2.27% (2) y hebdomadis 1.14% (1) (Fig. 1). Una de las muestras
fue seropositiva a dos serovares: icterohaemorrhagiae y pyrogenes.
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Figura 1. Seroprevalencia por serovares de Leptospira spp. en ratas y ratones positivos de
la zona de estudio.

El serovar mayormente encontrado en este estudio fue L. icterohaemorrhagiae con 9.09%
(8 muestras), lo cual coincide con lo descrito en diferentes estudios a nivel mundial: Egipto,
Argentina, Colombia, Trinidad y Tobago, y Nicaragua, reportan este serovar como el
principal con porcentajes que varian del 16.5% al 87.5% (Samir et al. 2015, Vanasco et al.
2003, Flores et al. 2010, Morales et al.1978, Suepaul et al. 2014, Cardoza y Gonzales 2011).
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El Unico estudio que presenta porcentaje menor fue el realizado en Jalisco México, que
presentd una seroprevalencia de 3.95% (Sepulveda et al. 2002).

En cuanto a L. pyrogenes, que fue el segundo serovar més frecuentemente encontrado con
un 7.96% (7 muestras), diferentes estudios a nivel mundial: Malasia, Tailandia, Egipto,
Colombia y Nicaragua, han reportado en una menor seroprevalencia a este serovar, desde
porcentajes de 0.6% hasta 39.1% (Mohamed-Hassan et al. 2010, Kositanont et al. 2003,
Samir et al. 2015, Florez et al. 2010, Cardoza y Gonzales 2011).

La deteccién de los serovares de Leptospira en ratas y ratones, no es de extafar, ya que
dichas especies son reservorios especificos para icterohaemorrhagiae; ademas estas
pueden ser positivos al serovar pyrogenes el cual esta asociado a diferentes hospederos
(CFSPH 2005), y si bien el roedor cumple la funcién de reservorio natural del serovar
icterohaemorrhagiae, las especies canina y bovina son considerados como sus hospederos
de mantenimiento, por lo cual podria existir una asociacion con los serovares encontrados
en la zona de estudio, destacando la importancia epidemiolégica en la transmisién hacia
diversas especies en la zona.

En relacién a los resultados por canton, ademas de la presencia de los vectores, la
diferencia de serovares y seroprevalencia, podrian estar influenciados por el crecimiento
de los asentamientos humanos, tal es el caso del canton San Carlos Lempa, el cual
presenta una mayor poblacién humana (1,354 habitantes), en comparacién al cantén Las
Anonas (603 habitantes) y cantén Las Mesas (no existen datos oficiales)®. A su vez se
puede observar una tendencia que la mayor cantidad de roedores seropositivos, fue en el
cantén San Carlos Lempa (Fig. 2); sin embargo, no se puede concluir con este estudio la
relacién de los asentamientos humanos con la prevalencia encontrada, aunque Alvarez et
al. 2017, realiz6 un estudio en la misma zona en la especie equina y encontré una
asociacion de los asentamientos humanos con la presencia de mayor seropositividad en
equinos debido a la concentracion de dichos animales, ya que esta especie es usada como
medio de transporte en los tres cantones bajo estudio.
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Figura 2. Porcentajes de serovares distribuidos por canton en el municipio de Tecoluca,
San Vicente, El Salvador.
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Del mismo modo, Benacer et al. 2016 concluyen que la rapida urbanizacion y la pobreza
han llevado al crecimiento de los asentamientos precarios en muchos paises de ingresos
bajos. Estos lugares a menudo se caracterizan por un deficiente sistema de manejo de
basura y dificultades de saneamiento, que promueven la proliferacion de roedores y
conllevan el riesgo de una transmision de la enfermedad. Esto también plantea un alto
riesgo de exposicion a los seres humanos, pues se ha encontrado que la cercania con la
basura acumulada aumenta significativamente el riesgo de leptospirosis.

4. CONCLUSIONES

Se detecté evidencia seroldgica de circulacion de Leptospira spp. en ratas y ratones
sinantropicos (R. rattus, R. norvegicus y M. musculus) por primera vez en los cantones de
San Carlos Lempa, Las Mesas y Las Anonas, del municipio de Tecoluca, San Vicente, El
Salvador.

Se demostré en ratas y ratones sinantrépicos en la zona en estudio, la presencia de cinco
serovares: icterohaemorrhagiae 9.09% (8), pyrogenes 7.96% (7), tarrasovi 3.41% (3), sejroe
2.27% (2) y hebdomadis 1.14% (1).

A pesar de que en los cantones del area de estudio se presentan condiciones ambientales
similares, existen diferencias entre ellos tanto a nivel de poblaciones humanas como con
respecto a la distribucion de la seroprevalencia de los serovares, obteniendo una mayor
seroprevalencia en el cantén de San Carlos Lempa 60.71% (17), el cual presenta todos los
serovares reportados en esta investigacion.

Las ratas y ratones sinantropicos son considerados reservorios del serovar
icterohaemorrhagiae y hospedero del serovar pyrogenes, lo cual concuerda con los
resultados presentados en el presente estudio.

Con los resultados obtenidos en la presente investigacion no se puede establecer el papel
del roedor como uno de los principales transmisores de Leptospira en el area de estudio.

5. RECOMENDACIONES

Debido a las limitaciones que presenta la prueba de microaglutinacién en placa en la
titulacion e identificacion de Leptospira en roedores silvestres, es necesario la
implementacién de diferentes técnicas con mayor especificidad y sensibilidad para su
diagnostico como son: ELISA y aislamiento del agente.

Para el diagnéstico de Leptospira spp. en roedores silvestres, se debe de considerar un
titulo de 1:50 como punto de corte, segin lo mencionado por expertos de la OIE, ya que al
considerar esta titulacién se podria identificar un caso temprano de la enfermedad o un
titulo antiguo que ha disminuido.

Ampliar el panel del diagnostico de la prueba MAT en la Red de Laboratorios Veterinarios
de El Salvador para la deteccion de leptospirosis en roedores, debido a que el espectro de
deteccidn podria ampliarse al afiadir otros serovares detectados en América Latina, como:
L. copehangeni, L. ballum, L. javanica y L. wolffi.

Realizar estudios que determinen el rol de otras especies animales, incluyendo otros
hospederos de mantenimiento como el perro, cerdo, oveja y cabra debido a su cercania y
convivencia con las otras especies estudiadas.



Implementar camparfias de educacién sanitaria, dirigidas a la poblacién local sobre los
efectos nocivos de la leptospirosis en la salud humana y animal, en donde el roedor podria
estar jugando un papel importante en la diseminacion de la enfermedad.
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