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RESUMEN

La leptospirosis es una zoonosis causada por especies patdgenas de Leptospira que
afectan humanos, animales silvestres y domésticos. La enfermedad en caballos se
asocia principalmente con aborto y uveitis recurrente, sin embargo puede haber
enfermedad sistémica y muerte neonatal. Con la finalidad de conocer la prevalencia de
leptospirosis en equinos, en el Municipio de Chihuahua, Chih., se obtuvieron muestras
de suero de 56 equinos rurales y urbanos, 30 machos de 4 a 8 afios de edad y 26
hembras de 3 a 7 afios de edad. Las muestras se mantuvieron en congelacion a menos
20°C hasta su analisis por la técnica MAT. Las muestras se analizaron en el Centro de
Diagnostico Integrado y de Investigaciones en Salud Animal del Estado de Chihuahua.
Se utilizaron 9 serovares de leptospiras de referencia nacional e internacional, siendo
estas L. icterohaemorraghiae, L. pyrogenes, L. canicola, L. pomona, L. hardjo, L. wolffi,
L. tarassovi, L. bratislava y L. grippothyphosa, para realizar MAT. Las muestras de
sueros con diluciébn 1:50 o superior, se consideraron positivas, al observar con el
microscopio de campo oscuro en un aumento 10X, una aglutinacion o desaparicion de
células en el campo. De las 56 muestras solo dos yeguas (3.57%), de 6 y 7 afios de
edad, dieron positivas a leptospirosis con la técnica de MAT a la serovar
Grippothyphosa, con una titulacion 1:100. Estas yeguas nunca se habian podido prefar.

Se describen los resultados y se discuten los resultados.

Palabras clave: Leptospirosis, Chihuahua, equinos, aborto, uveitis recurrente.



INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica de distribucion mundial causada por
una infeccidon de una espiroqueta patégena del género Leptospira. Se ha identificado
como una de las enfermedades infecciosas emergentes en todo el mundo. La
enfermedad afecta a animales domésticos vy silvestres, incluyendo anfibios y reptiles
(Ko y col., 2009).

En equinos, la enfermedad se ha asociado frecuentemente con abortos y uveitis
recurrente, ademas de casos esporadicos de enfermedad renal o hepética (Divers y
col., 1992). También se ha reportado en casos de insuficiencia respiratoria en potros
(Broux y col., 2012), aunque en general los signos clinicos son inespecificos, lo cual
es un problema para el diagnéstico clinico de leptospirosis en ésta especie (Levett,
2001). El establecimiento de un diagnéstico definitivo de leptospirosis equina puede
ser dificil, debido a la exigente naturaleza de las leptospiras para su crecimiento, el
cual es lento y a la dificultad en la observacion del organismo en fluidos corporales,
por tal motivo el diagnéstico de la leptospirosis a menudo se basa en la serologia, la
cual puede ser dificil de interpretar debido a una alta seroprevalencia en la poblacion

equina (Toyokawa y col., 2011).

En la actualidad la prueba de referencia internacional para el diagndstico de
leptospirosis es el método serolégico por aglutinacion microscépica o
microaglutinacion (MAT), en el cual se hacen reaccionar sueros de animales
sospechosos con suspensiones de antigeno vivo de diversas serovariedades de
Leptospira (Levett, 2001). La MAT puede ser una técnica dificil de implementar
porque requiere considerable experiencia para realizar e interpretar los resultados y
es necesario el mantenimiento continuo de un panel de cepas vivas de todos los
serogrupos Yy serotipos mas frecuentemente identificados en una region especifica,
ademas de que es técnicamente exigente y es un riesgo biolégico. Por lo tanto, MAT
suele estar restringida a laboratorios de referencia (Woodward y col., 1997). Los

criterios interpretativos actuales indicativos de infeccién activa por Leptospira con la



prueba de MAT requiere un aumento 4 veces mas del titulo en el suero, entre la
infeccion aguda y en fase de convalecencia (Levett, 2001).

Objetivo

Objetivo General. Identificar leptospirosis en equinos rurales y urbanos aledarios al

Municipio de Chihuahua, en el Estado de Chihuahua.

Objetivo Particular. Identificar serolégicamente las serovars de Leptospira spp que
afectan a equinos rurales y urbanos del Municipio de Chihuahua, utilizando la prueba de
aglutinacion microscopica.

Hipotesis

Los equinos rurales y urbanos del Municipio de Chihuahua en el Estado de Chihuahua

presentan las serovares de L. pyrogenes, L. canicola y L. bratislava.



REVISION DE LA LITERATURA

Antecedentes historicos

La leptospirosis es una zoonosis de distribucion mundial, causada por una infeccién
por especies de leptospiras patdégenas. El espectro de la enfermedad por Leptospira
es extremadamente amplio, va desde una infeccion subclinica hasta un severo

sindrome de infeccion multiorganica con alta mortalidad (Levett, 2001).

La leptospirosis ha sido reconocida como riesgo laboral en la cosecha de arroz en la
antigua China, y actualmente el nombre japonés Akiyama o fiebre otofial persiste en
la medicina moderna. En retrospectiva, claras descripciones de leptospirosis ictérica
han sido reconocidas a inicios del siglo XIX, algunos afios antes de la descripcion de
la enfermedad de Weil. También se ha sugerido que Leptospira Interrogans serovar
icterohaemorrhagiae fue introducida a Europa occidental en el siglo XIX por la
diseminacion de la rata, Rattus norvegicus, desde Eurasia (Faine, 1994).

En humanos el sindrome de leptospirosis ictérica con falla renal, fue reportado por
primera vez hace mas de 100 afios por Adolf Weil en Heidelberg, Alemania (Weil,
1886), quien describié una enfermedad febril con ictericia asociada a un trastorno
que afectaba los rifiones, higado y bazo. En 1887 una enfermedad similar fue
descrita por Goldschmidt, quien la registrd6 como “Sindrome de Weil”. Mas tarde, la
morfologia de las leptospiras fue descrita en 1907 como un “organismos en espiral
con extremos en forma de gancho” al cual nombraron Spirochaeta interrogans, sin
embargo, el Dr. Hideyo Noguchi, en 1917, lo describié dentro de un nuevo género
llamandolo “Leptospira”, en un controversial sindrome de fiebre amarilla (Noguchi,
1919; Noguchi, 1920). La etiologia de la leptospirosis fue demostrada
independientemente en 1915 en Japon y Alemania. En Japon, se detectaron algunas
espiroquetas y anticuerpos especificos en sangre de mineros japoneses con ictericia

infecciosa. En Alemania, dos grupos de fisicos alemanes estudiaron a un grupo de



soldados alemanes afectados por la “enfermedad francesa” en las trincheras en el
noroeste de Francia (Everard, 1996).

En México los primeros casos de leptospirosis fueron reportados en 1920, en
humanos, en Mérida, Yucatan (Noguchi y Kligler, 1920). Sin embargo, no fue sino
hasta la década de los 30°s que se empezaron a reportar casos en animales, siendo
en 1953, el primer reporte de leptospirosis en bovinos en México (Varela y Vazquez,
1953; Varela y col., 1954).

Taxonomia

La leptospirosis es una enfermedad bacteriana zoonética de distribucion mundial, es
endémica en climas tropicales y templados (Lindahl y col., 2011). Afecta a la mayoria
de los animales domésticos (Draghi y col., 2011), y se ha reportado en reptiles, aves,
anfibios y artrépodos. Es considerada una enfermedad infecciosa emergente en

humanos, y por lo tanto, de gran importancia en salud publica (WHO, 2011).

Las leptospiras pertenecen a la familia Leptospiraceae del phylum Spirochaete. Son
delgadas espiroquetas moviles, con un extremo en forma de gancho, aerdbicas y de
lento crecimiento que tienen un Optimo desarrollo a 30 °C. El organismo es
sumamente sensible a los pH extremos, a la falta de humedad y a los desinfectantes
suaves incluyendo al detergente. Existen especies saprofitas y patdgenas en la
naturaleza. Las especies sapréfitas viven en el agua y suelo y no infectan a los

animales (Sykes, 2011).

Antes de 1989 el género Leptospira estaba dividido en dos especies, L. interrogans
gque comprendia todas las cepas patégenas y L. biflexa conteniendo las cepas
saprofitas aisladas del medio ambiente. Ambas especies se dividen en numerosas
serovariedades definidas por aglutinacion después de la absorcién cruzada con
antigenos homoélogos. Dentro de las especies de L. interrogans, se han reconocido

mas de 200 serovariedades (serovares). Las serovares relacionadas



antigénicamente son agrupadas en serogrupos, y aungue los serogrupos no tienen

una posicion taxonémica, han demostrado su utilidad epidemioldgica (Levett, 2001).

El género Leptospira incluye 19 especies genéticamente identificadas (Pinto y col.,
2011), y alrededor de 260 serovariedades patdgenas, de acuerdo a los patrones de
antigenos de superficie (Bharti y col., 2003; Ko y col., 2009), y estan combinadas en
24 serogrupos (Levett, 2001). No existe correlacion entre las clasificaciones
serologica y genética (Patarakul y col., 2010). El género es bastante heterogéneo, se
clasifica de acuerdo a sus caracteristicas genéticas y se divide en tres grupos, como
patbgenas, no patégenas, y oportunistas posiblemente patdégenas. Las leptospiras
patbgenas incluyen ocho genoespecies: Leptospira interrogans, Leptospira
borgpetersenii, Leptospira kirschneri, Leptospira santarosai, Leptospira weilii,
Leptospira alexanderi, Leptospira noguchii y Leptospira alstonii (Brenner y col.,
1999). El grupo de especies saprdfitas incluye seis microorganismos de vida libre
gue se encuentran en la superficie de aguas como Leptospira biflexa, Leptospira
wolbachii, Leptospira kmetyi, Leptospira yanagawae, Leptospira terpstrae vy
Leptospira vanthielii. Otro grupo comprende especies de “comportamiento
intermedio”, cuyo papel en su patogenicidad no ha sido demostrado: Leptospira
inadai, Leptospira broomii, Leptospira fainei, Leptospira wolfii y Leptospira licerasiae
(International Committee on Systematics of Prokaryotes, 2008). Sin embargo, la
reclasificacion de las leptospiras en el campo genotipico es taxondmicamente
confiable y provee una fuerte fundamentacién para futuras clasificaciones. Sin
embargo, la clasificacion molecular es un problema para los microbiélogos clinicos,
porque es claramente incompatible con el sistema de serogrupos que les ha

funcionado bien a clinicos y epidemiélogos por muchos afios.

Patogenia

Los mamiferos domésticos y silvestres son la principal fuente de leptospiras que se
albergan en los tubulos contorneados de los rifiones, los cuales eliminan espiroquetas

intermitentemente en grandes cantidades (108/mL) por medio de la orina, contaminando
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el medio ambiente, alrededor del séptimo dia post-infeccion (Ellis y Michna, 1976). Por
lo tanto, la orina de los animales infectados es una fuente potencial de infeccion para

los animales susceptibles (Zuerner y col., 2011).

El periodo de incubacion de las leptospiras es de 3 a 20 dias, dependiendo de la
virulencia y la cantidad de microorganismos, ademas del estado fisiologico e
inmunologico del huésped (Cinco, 2010). En el medio ambiente la Leptospira sobrevive
debido a su capacidad para detectar y movilizarse hacia un ambiente favorable. Debido
al movimiento direccional hacia un atrayente, o lejos de un repelente, y a la motilidad de
la bacteria, esta puede internarse a los tejidos del huésped (Dong y col., 2010). La
adaptacion a diversos estimulos ambientales fuera y dentro del huésped y la habilidad
para sobrevivir en el torrente sanguineo contribuyen para que las leptospiras puedan
causar enfermedad, al migrar a través de los espacios intercelulares (Patarakul y col.,
2010).

La entrada de las leptospiras al cuerpo de los animales es a través de membranas
mucosas de la conjuntiva, nasal u oral a nivel de la laringe y faringe y por incisiones o
abrasiones de la piel, y a partir de ello, las bacterias invaden los intersticios de los
tejidos, células y liquidos del huésped (Cinco, 2010). Enseguida, las espiroquetas se
transportan por via sanguinea y se resguardan en la hemoglobina delos eritrocitos,
movimiento que esta relacionado con su virulencia (Yuri y col., 1993), para después
dirigirse y multiplicarse en los 6rganos blanco como los rifiones, higado, pulmones y
Gtero, presentando una amplia gama de manifestaciones clinicas (WHO, 2011). Esta
fase de leptospiremia, se caracteriza por la aparicion de anticuerpos y leptospiras en
sangre (Bourhy y col., 2011), las cuales rapidamente establecen una infeccion sistémica
(Merien y col., 1997). Las leptospiras pueden moverse a través de la barrera de los
tejidos por asociacion con los vasos sanguineos, ya que las leptospiras son detectadas
agregadas alrededor de los capilares en la capa muscular, y se diseminan a través de
las uniones intercelulares y también se pueden detectar en el citoplasma de las células

endoteliales del hospedador (Barocchi y col., 2002).



Las leptospiras pueden ser detectadas agregadas alrededor de los capilares
sanguineos, las cuales son frecuentemente fagocitadas por neutréfilos y macréfagos y
se diseminan a los tejidos como el higado, pulmones, rifiones, Utero, glandula mamaria
y otros tejidos. En el higado las leptospiras son encontradas en las membranas de los
hepatocitos, también como un depdsito granular en las células de Kupffer. Los
pulmones pueden mostrar leptospiras en focos de hemorragias y rara vez alrededor o
fuera de éstas. En los rifiones, un gran numero de leptospiras tipicas son vistas en los
espacios glomerulares. También se pueden encontrar leptospiras alineadas rodeando

los capilares peritoneales (Yan Zhang y col., 2012).

La adherencia a las células y a componentes de las matrices extracelulares (MEC) del
huésped es un paso necesario para que las leptospiras penetren, se diseminen y
persistan en los tejidos de los huéspedes mamiferos. Se han encontrado un amplio
rango de moléculas de adhesion en las leptospiras que le dan la habilidad para migrar a
través de los tejidos, muchas proteinas leptospirales tienen afinidad por las MEC y

superficies de las células (Choy y col., 2007).

Los animales infectados con leptospiras, via conjuntival y por heridas de piel,
desarrollan signos clinicos y cambios patoldgicos similares (Lourdault y col., 2009). Las
leptospiras patégenas son capaces de sobrevivir y ser mas resistentes a la accion del
sistema del complemento (Barbosa y col., 2009), los neutréfilos, los cuales constituyen
la mayor poblacién de fagocitos intravasculares, juegan un importante papel en el
control de las leptospiras, sin embargo, algunos modelos experimentales han
demostrado que la fagocitosis de leptospiras patdégenas por neutréfilos y macrofagos es
solo efectiva si el patdgeno es opsonizado por IgG (Wang y col., 1984a; Wang y col.,
1984b). También se ha observado en los macréfagos humanos que las leptospiras
fagocitadas son capaces de escaparse de los fagosomas hacia el citosol, donde

proliferan y activan apoptosis (Evangelista y Coburn, 2010).

Las leptospiras no son parasitos intracelulares pero pueden introducirse en las células

residiendo en estas transitoriamente, en células no fagociticas normales los
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microorganismos entran y se encuentran en fagosomas en el citoplasma (Barocchi y
col., 2002). Al utilizar éste mecanismo de entrada a la célula, le permite a la Leptospira
diseminarse a 6rganos blanco, evadiendo la respuesta inmunoldgica, el microorganismo

parece sobrevivir a menos que estén presentes anticuerpos especificos (Cinco, 2010).

Al llegar al higado o rifiones las cepas infecciosas de Leptospira se adhieren a
componentes de las MEC entre los intersticios de los hepatocitos y las células
epiteliales tubulares, tales como colageno tipo I, tipo IV, laminina y fibronectina
(Atzingen y col., 2008; Barbosa y col., 2010). Debido a que las células epiteliales de los
tubulos proximales del rifibn producen proteoglicanos, éstas pueden facilitar la

colonizacion del rifion, especialmente en animales huéspedes (Ristow y col., 2008).

Durante la leptospiremia, la migracion de las leptospiras al Gtero y oviducto de animales
no gestantes, y a la placenta en gestantes, producen congestion capilar, y células
endoteliales vacuoladas y efectos de necrobiosis y apoptosis (Brihuega y col., 2011),
ademas se observan leptospiras en las células endoteliales. Estos dafios son capaces
de producir muerte embrionaria temprana y aborto en todos los estadios de gestacion y
las leptospiras pueden encontrarse en rifiones, adrenales e higado de fetos abortados.
La inflamacién que pueda producirse a nivel de cotiledones trae como consecuencia
retencién de placenta, ademas de que puede causar infertilidad, e incluso esterilidad en

casos extremos (Kingscote y Wilson, 1986).

Signos clinicos y lesiones

Los signos clinicos de la leptospirosis estan influenciados directamente por la virulencia
de la serovariedad infectante, la dosis del inoculo, la edad, susceptibilidad y condicion
fisica de los animales. La infeccion aguda puede ser potencialmente letal o en
huéspedes de mantenimiento puede causar una enfermedad cronica con escasa
signologia clinica; la mayoria de las infecciones resultan en ligera enfermedad con
signos inespecificos como fiebre y debilidad muscular. ElI cuadro clinico de una

leptospirosis severa se caracteriza por disfuncion hepatica, renal y hemorragias.
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Ocasionalmente se puede observar orina con sangre, decaimiento, anorexia y muerte
en pocas horas (Draghi y col., 2011). Los animales por lo general mueren de choque

séptico con falla multiorganica (Goris y col., 2011).

En la infeccién leptospiral los animales muertos pueden mostrar a la necropsia
hepatomegalia, esplenomegalia, ictericia en mucosas y tejido subcutdneo, y
hemorragias petequiales diseminadas en casi todos los érganos y tejidos. Los hallazgos
histol6gicos muestran infiltrados inflamatorios difusos y las leptospiras se encuentran en
muchos 6rganos, incluyendo pulmén, higado y rifiones (Arean, 1962). La leptospirosis
causa una vasculitis infecciosa. En la forma severa hay alteraciones hemodinamicas e
hipovolemia debido a deshidratacién y al efecto directo de las toxinas que dafian el

endotelio vascular e incrementan la permeabilidad (Daher y col., 1999).

En la lesion cutanea y de mucosas se encuentra una alteracion inflamatoria aguda,
alrededor del tejido dafado, caracterizada por infiltracion de neutréfilos, macréfagos,
linfocitos e histiocitos. En el estadio tardio, las células inflamatorias en el tejido
subcutaneo y en las capas musculares disminuyen gradualmente y son remplazadas

por proliferacion de fibroblastos (Yan Zhang y col., 2012).

En los riflones se detectan areas de necrosis cortical con glomerulitis, e infiltracion
intersticial de neutrofilos y células mononucleares y ocasionalmente infartos, la nefritis
tubulointersticial y necrosis tubular aguda son los hallazgo histolégico mas comunes,
pero se puede desarrollar una fibrosis tubulointersticial si la infeccion leptospiral cronica
no es tratada (Tian y col., 2006; Tian y col., 2011). Varios factores estan involucrados
en el dafio renal agudo en la leptospirosis, incluyendo accién nefrotoxica directa de las
leptospiras, hiperbilirrubinemia, rabdomiolisis, e hipovolemia. Las anomalias en la
funcion tubular preceden una disminucion en la tasa de filtracion glomerular, lo cual
podria explicar la alta frecuencia de hipokalemia. En higado se observan focos de
necrosis con infiltracion de células mononucleares y neutréfilos. En bazo los centros
germinativos son escasos y se encuentran focos de hemorragias. Los linfonddulos

muestran hemorragias severas (Draghi y col., 2011).



Las hemorragias se caracterizan por petequias y hematomas coalescentes,
diseminadas en la lesion hasta el tejido subcutaneo y muasculo que progresan con el
tiempo. Posteriormente se pueden desarrollar hemorragias petequiales en pulmones, a
nivel alveolar. En el higado se aprecian hemorragias, edema y focos de necrosis. Los
riflones también muestran hemorragias extensivas en la superficie peritoneal. Ademas
las células del epitelio tubular presentan necrosis e infiltracion de eritrocitos en su luz,

presentando hematuria después (Yan Zhang y col., 2012).

En las infecciones por Leptospira de animales prefiados se producen alteraciones en
los tejidos placentarios, lo que provoca aborto y muerte embrionaria. Las leptospiras
producen congestion de los capilares placentarios y células endoteliales con vacuolas
citoplasmaticas, células en necrobiosis e indicios de apoptosis. Se presenta pérdida de
la integridad de las uniones intercelulares endoteliales, alteraciones de la estructura
celular y ruptura de la membrana celular. Leptospira interrogans serovar Pomona

concurre con procesos de necrosis y apoptosis (Jin y col., 2009).

Epidemiologia

Las leptospiras que causan enfermedad se pueden clasificar como 1) adaptadas al
huésped, las que infectan a los animales huéspedes de mantenimiento, 2) no
adaptadas al huésped, las que infectan a los animales huéspedes accidentales (Leanne
y col., 2011). Las diversas serovares se adaptan a diferentes hospedadores reservorios
animales, silvestres o domeésticos y el reconocimiento de estas serovares tiene
importancia epidemioldgica. Los animales pueden servir como reservorios de algunas
serovares y convertirse en huésped incidental de otras (Natarajaseenivasan y col.,
2011).

Muchas especies de animales, domésticos y silvestres, sirven como huéspedes
reservorios (portadores), resultando en una diseminacién global de la enfermedad,

probablemente los reservorios silvestres sean los huéspedes de mantenimiento de la
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mayoria de las leptospiras patdégenas. Los humanos son huéspedes incidentales
(Patarakul y col., 2010). Los humanos y los animales pueden infectarse por contacto
directo con liquidos corporales de animales que estan eliminando las leptospiras por la
orina, secreciones uterinas, y leche (Leonard y col., 2004), por tejidos de animales
infectados, después de la ingestibn de agua y alimentos e inhalacién de gotas en
aerosol contaminadas por orina, o indirectamente a través de la exposicion de suelos
hamedos, aguas y vegetacion (Gilman y col.,, 2003; WHO, 2011). Las leptospiras
patdogenas pueden sobrevivir por periodos prolongados de tiempo en el ambiente
(Trueba y col., 2004).

Leptospirosis en equinos

La leptospirosis es una zoonosis causada por especies patégenas de Leptospira que
afectan humanos, animales silvestres y domésticos. La enfermedad en humanos varia
de una forma de resfriado ligero a un sindrome mas severo que involucra falla
multiorganica, mientras que en caballos la infeccién es principalmente asociada con
aborto espontaneo y uveitis recurrente (Hodgin y col., 1989; Verma y col., 2005), sin
embargo han habido informes de enfermedad sistémica y muerte neonatal (Crane,
1956: Roberts y col., 1952).

La infeccion en caballos, al igual que en otras especies, resulta frecuentemente por
transmision directa con orina contaminada o liquidos de placentas, o indirectamente por
un ambiente contaminado (Ellis y col.,, 1983a). Los caballos quizd obtienen la
enfermedad a partir de orina infectada, de roedores, perros, cerdos, becerros u otros
animales de granja. Existen evidencias que indican que los caballos pueden excretar
leptospiras viables en la orina por 14 semanas o mas (Roberts, 1969). Esta leptospiruria
prolongada puede permitir que esta especie animal pueda servir como reservorio para

transmitir la enfermedad a otros animales o al hombre (Myers, 1976).

Las manifestaciones clinicas de leptospirosis varian de aguda, subaguda a infeccion

cronica. La enfermedad severa incluye ictericia, hemoglobinuria, falla renal, meningitis y
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aborto, en todos los animales domésticos. Las formas subclinicas quiza sean mas

comunes con animales infectados cronicamente, los cuales pueden ser portadores por

toda su vida (OIE, 2004).

Los principales trastornos reportados en equinos son la uveitis (Faber y col., 2000),

aborto (Bernard, 1993; Ellis y col., 1983b), muerte fetal (Donahue y col., 1995), potrillos

nacidos débiles (Donahue y col., 1991), potrillos prematuros (Vemulapalli y col., 2005),

disfuncion renal (Divers y col., 1992) y disfuncidén hepatica (Hathaway y col., 1981). Los

signos observados incluyen hematuria (Bernard y col., 1993), fiebre, ictericia, anorexia

(Hall y Bryans, 1952; Roberts y col., 1952) y trastornos respiratorios (van den Ingh y

col., 1989).

La leptospirosis ha sido citada muchas veces como una causa de uveitis recurrente
equina, particularmente por Leptospira interrogans serovar Pomona. La uveitis suele
ocurrir de meses 0 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 y col., 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 y col., 2005). También es conocida
como ceguera de la luna u oftalmia periddica, y es caracterizada por episodios de
inflamacion 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).
Generalmente aparece de meses a afios después a una infeccion adquirida
naturalmente o inducida experimentalmente (Morter y col., 1969; Roberts, 1958;
Williams y col., 1971). Recientemente la uveitis es considerada ser una enfermedad
inmunomediada, ya que los ojos con la enfermedad han mostrado infiltracion de
linfocitos, células plasmaticas y macrofagos dentro de los cuerpos ciliados y el iris
(Vermay col., 2005).
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Leptospirosis en otras especies

Bovinos. En el ganado bovino, la leptospirosis produce pérdidas econdmicas de
manera primaria por sus efectos sobre la reproduccién, pudiendo aparecer muerte
embrionaria temprana, mortinatos, abortos, y/o nacimientos de animales débiles que
pueden morir en los primeros dias de vida e infertilidad (Ellis, 1994). De manera
secundaria, también puede haber pérdidas econOmicas como consecuencia del
“sindrome de caida de la leche” o agalactia transitoria. Ademas, la leptospirosis
puede cursar con diferentes cuadros clinicos, que pueden ir desde un cuadro
agudo/hiperagudo con fiebre, hematuria, hemoglobinuria, meningitis, e incluso
mortalidad a un cuadro cronico cuya unica signologia aparente es la falla

reproductiva (Alonso-Andicoberry y col., 2001).

Los bovinos son huéspedes de mantenimiento de L. borgpetersenii serovar Hardjo-
bovis, y los animales infectados tipicamente no muestran signos aparentes de la
infeccion, excepto durante la gestacién. Las fallas reproductivas (abortos, mortinatos, y
nacimiento de crias débiles) y la produccién reducida de leche debido a la infeccién por
la serovar Hardjo, tienen un significativo impacto sobre la industria de carne y leche.
Ademas, como patdégeno humano, la serovar Hardjo es una amenaza para la salud de

los trabajadores en la industria animal (Zuerner y col., 2011).

Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo-bovis es la causa mas comun de aborto e
infertilidad en bovinos de Norte América (Prescott y col., 1988; Smith y col., 1997,
Rajeev y col., 2010). Hardjo es una serovar adaptada a los bovinos, los cuales se
convierten en portadores cronicos y actuan como reservorios de la infeccion. L.
interrogans serovars Pomona, Icterohaemorrhagiae y Grippotyphosa son leptospiras no
adaptadas a los bovinos pero los infectan como hospedadores accidentales, causando
enfermedad aguda y aborto (Miller y col., 1991; Peregrine y col., 2006). Otra bacteria
asociada a aborto en bovinos es el serogrupo Hebdomadis, serotipo sejroe (Ellis y

Michna, 1976). Los perros son portadores de las principales serovares de leptospiras
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que afectan a los bovinos — Hardjo, Pomona, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae y

Canicola —, ésta ultima también causa trastornos en bovinos (Romero y col., 2010).

Caninos. La leptospirosis afecta a la mayoria de los animales domésticos (Draghi y
col., 2011) y es considerada una enfermedad infecciosa emergente en humanos, y por
lo tanto, de gran importancia en salud publica (WHO, 2011). La leptospirosis se ha
extendido en todo el mundo en perros callejeros (Alton y col., 2009). Las serovares mas
frecuentes asociadas con leptospirosis canina son canicola, pomona, grippotyphosa,
bratislava e icterohaemorrhagiae, aunque han sido reportadas infecciones con otras
serovares con insuficiencia renal aguda, en perros de Norteamérica, incluyendo a
Canada (Prescott, 2008). Los perros se asocian a la serovar canicola como
hospedadores de mantenimiento, mientras que las ratas son reservorios de la serovar
icterohaemorrhagiae. La leptospirosis en perros es reconocida como un factor de
riesgo para el humano (Romero y Sanchez, 2009). El aumento de lluvias se asocia con
la prevalencia de leptospirosis en perros (Ko y col., 1999). Un perro infectado puede ser
un portador asintomatico de leptospira y arroja microorganismos a través de la orina
por toda su vida (Breiner y col., 2009). Las lesiones macroscépicas pueden mostrar
hepatomegalia, esplenomegalia, e ictericia en mucosas y tejido subcutédneo, y
hemorragias petequiales diseminadas en casi todos los érganos y tejidos. Los hallazgos
histol6gicos muestran infiltrados inflamatorios difusos y las leptospiras se encuentran en
muchos érganos, incluyendo pulmoén, higado y rifiones (Arean, 1962). En los rifiones se
detectan areas de necrosis cortical con marcado edema intersticial, glomerulitis, nefritis
intersticial (Ooi y col., 1972) con infiltracion de neutrdfilos, linfocitos, monocitos, células
plasmaticas y ocasionalmente infartos, la nefritis tubulointersticial y necrosis tubular
aguda son los hallazgo histolégico mas comunes, pero se puede desarrollar una fibrosis

tubulointersticial (Delgado y col., 2013).

En perros callejeros de México se han observado alrededor de un 67.5% de sueros
positivos por MA, y 21.0% de sospechosos a las serovares Canicola y Portland-vere

ambas con un porcentaje de 60.4%, seguidas por Bratislava (39.5%), Cepa Palo Alto
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(32.5%), Pyrogenes (30.2%), Icterohaemorrhagiae (25.5%), Grippotyphosa (6.9%),
Pomona (6.9%), y Cepa Inifap (4.6%) (Delgado y col., 2013).

En Brasil estudios realizados con MA muestran una prevalencia de leptospirosis en todo
el pais de 26%, siendo los serotipos mas prevalentes Autumnalis (34.2%), Tarassovi
(23.7%), Canicola (17.1%), Grippotyphosa (14.5%) y otros con prevalencia menor como
Bratislava (3.9%), Icterohaemorrhagiae (2.7%), Australis, Pomona y Wolffi con (1.3%)
(De Castro y col., 2011). En Buenos Aires, Argentina se encontré una seropositividad
en 57% de perros examinados; 82% de los sueros positivos aglutinaron con dos 0 mas
serotipos. Los serotipos detectados con mayor frecuencia fueron Canicola y Pyrogenes
(Rubel y col., 1997). En Estados Unidos y Canada se han documentado estudios que
muestran a Leptospira serovar Autumnalis, Grippotyphosa y Pomona como las
principales serovariedades en perros (Moore y col., 2006). De estas, las serovares
encontradas en nuestro pais son Canicola, Grippotyphosa, Bratislava,
Icterohaemorrhagiae y Pomona, pero ademas hay otras serovares de aislamientos
nacionales no notificadas en estudios en otros paises como las cepas Portland-vere,
INIFAP y Palo Alto (Luna y col., 2008). Los perros son considerados los hospedadores
de mantenimiento para la serovar Canicola y hospedador incidental para otras
serovares, y son una fuente potencial de infeccién para los duefios de las mascotas
(Prescott, 2008).

Diagnoéstico

Los métodos de diagndstico utilizados con frecuencia en brotes de abortos por
leptospirosis en equinos son cultivos bacterioldgicos a partir de orina y tejidos fetales,
asi como pruebas serolégicas como la de anticuerpos fluorescentes y MAT (Donahue y
col., 1995).

La mayoria de los casos de leptospirosis son diagnosticados por serologia para
detectar anticuerpos, debido a que el cultivo de leptospiras a partir de liquidos

biolégicos (sangre, liquido cefalorraquideo, orina, leche) toma varias semanas, ademas
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de ser costoso (Bourhy y col., 2011). La técnica de aglutinacion microscopica (MAT),
conocida como la prueba de oro, es la técnica de referencia mas utilizada (Ahmad y
col., 2005), a pesar de que se ha encontrado que la tasa de resultados falsos negativos
es de 13%. La MAT Est4 basada en la evaluacion de muestras de sueros pareados y
tiene la habilidad de aglutinar cepas de serovares de referencia con una bateria de
antigenos vivos de Leptospira (WHO, 2003).

La prueba de MAT es altamente especifica, pero su baja sensibilidad (30-60%) la hace
inadecuada para el diagnéstico de leptospirosis aguda (Cumberland y col., 1999).
Otras pruebas serologicas como hemaglutinacion indirecta (Levett y Whittington, 1998),
aglutinacion en microcapsula, aglutinacion en latex (Arimitsu y col., 1998), y analisis
inmunoenziméatico (ELISA) (Winslow y col., 1997), no ofrecen niveles satisfactorios de
sensibilidad y especificidad para el diagndstico en fase temprana de leptospirosis, en la
deteccion de anticuerpos IgM (Guerreiro y col., 2001). Pero se ha demostrado que la
prueba de ELISA indirecta presenta una sensibilidad de 80% y especificidad de 87%,

comparado con la técnica de MAT (Yany col., 2013).

El antigeno de Leptospira interrogans Hardjo-prajitno es muy sensible para la deteccion
de anticuerpos de Hardjo en la prueba de MAT, ya que detecta el 98.4% de los sueros
positivos a Hardjo-prajitno, comparado con el 1.6% que detecta el antigeno de

Leptospira borgpetersenii Hardjo-bovis (Hotka y col., 2007).

Hay varios problemas potenciales asociados con el mantenimiento de las cepas de
referencia de Leptospira; La contaminacion de cepas con otras bacterias o leptospiras
saprofitas de rapido crecimiento, el etiquetado incorrecto o el cambio de cepas
(Chappel y col., 2004). La contaminacion por otras bacterias se reconoce facilmente
pero el cambio de cepas es un grave error. Ademas, si no hay un adecuado control de
calidad que se lleve a cabo sobre las cepas de referencia, estos problemas no pueden
ser identificados de manera oportuna. Esto podria afectar adversamente la

investigacion de brotes y estudios epidemioldgicos (Cerqueira y col., 2010).
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El diagndstico se puede realizar mediante el uso de técnicas histoldgicas utilizando
tinciones de plata (Warthin Starry), en tejidos fetales, asi como el uso de

inmunofluorescencia (Hodgin y col., 1989).

Recientemente ha habido una creciente evidencia de que las pruebas de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) es capaz de detectar Leptospira spp, por lo cual debe
ser incluido en las investigaciones de diagndstico de rutina cuando se sospecha de la
infeccion (Vemulapalli y col., 2005). La prueba de la reaccibn en cadena de la
polimerasa es precoz y sensible, pero su alto costo y la necesidad de tener un buen
control de calidad son los mayores inconvenientes para su aplicacion (Daher y col.,
2010).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la presente revision de la literatura sobre leptospirosis se describe la enfermedad,
tanto en humanos como en equinos, bovinos y caninos, encontrandose que en
ocasiones ésta tiene un curso asintomatico, debido a ello, muchas personas y
animales llegan a morir a causa de la enfermedad sin un tratamiento, debido a la
ignorancia del problema por lo complicado que resulta diagnosticar la leptospirosis,
ya que no siempre se comporta de la misma manera y se desconoce en muchas
regiones. Cuando se llega a detectar, con frecuencia ya es muy tarde, hay 6rganos
muy comprometidos y la enfermedad puede ser fatal. Es por eso que este trabajo se

pretende dar a conocer los casos que se encontraron en equinos.

Al no conocer la situacion de la leptospirosis en equinos, en las zonas urbanas y
comunidades rurales del Municipio de Chihuahua, en el Estado de Chihuahua, donde
hay una alta poblacion caballar, se plante6 muestrear caballos. Sin embargo, los
duefios de los equinos al no conocer sobre la enfermedad, no aceptaban que sus

caballos formaran parte del estudio.

Al presentarse los argumentos, en cualquier lugar donde los caballos se encontraran
estabulados, que en los alimentos almacenados tienen acceso los roedores y que
con la orina pueden contaminar de leptospiras, aunado a la presencia de perros que
también suelen convivir con los equinos y que son una fuente potencial de infeccién,
ademas de la convivencia frecuente entre los caballos, se convencieron algunos

propietarios de hipicos para a formar parte del estudio.

En algunos ejidos aledafos a la ciudad de Chihuahua, se reunio a los propietarios de
equinos para informarles sobre el estudio y se les explicé que el proyecto incluia
seguimiento en el tratamiento de animales positivos, con respecto a las consultas lo
gue fue de su agrado. Por lo dificil que es encontrar la enfermedad con el clima seco

que se tiene en la region se tuvieron que tomar varias muestras hasta que se
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encontré6 una yegua positiva. Asi se demostr6 que la enfermedad si se puede

encontrar en lugares secos y los estudios se realizaron.

JUSTIFICACION

De acuerdo a los antecedentes descritos y considerando que en equinos rurales y
urbanos, aledafios al Municipio de Chihuahua no se han llevado a cabo estudios de
leptospirosis, y que debido a esto no se conocen las serovares involucradas que
causen infecciones en la region, la finalidad del presente trabajo de investigacion fue
identificar las diferentes serovariedades de Leptospiras que estan presentes en suero

de equinos, asociadas con anticuerpos de leptospiras.
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MATERIAL Y METODOS

Toma de muestras

Se obtuvieron muestras de suero de 56 equinos rurales y urbanos aledafios al
Municipio de Chihuahua, 30 machos de 4 a 8 afios de edad y 26 hembras de 3 a 7 afios
de edad. La toma de sangre, se realizO mediante la obtencion de sangre en tubos de
plastico, estéril, al alto vacio, desechable con tapdon de seguridad color rojo y con
particulas de silice en el interior, como activador de la coagulacion para la separacion
del coagulo, y sin anticoagulante. Se utilizaron agujas calibre 21G X 32 mm y un
adaptador de succién Luer. Los tubos con sangre se dejaron reposar al medio ambiente
y en la sombra, y se centrifugaron para obtener los sueros, los cual se decantaron en
viales estériles etiquetados, éstos se mantuvieron en congelacion a menos 20°C hasta
su analisis por la técnica de aglutinacion microscépica (MAT). Los caballos fueron
muestreados en sus caballerizas, con ayuda de los propietarios, y se procedio a sacar

la muestra de sangre de la vena yugular.

Lugar de estudio

Las muestras se analizaron en el Centro de Diagnéstico Integrado y de Investigaciones
en Salud Animal del Estado de Chihuahua (Laboratorio de Diagndstico Clinico
Zoosanitario autorizado por SAGARPA con el No. 175), del Comité Estatal de Fomento
y Proteccion Pecuaria de Chihuahua, A.C., ubicado en la Union Ganadera Regional de

Chihuahua en Carretera a Cuauhtémoc km 8.5, Col. Las Animas, 31450.

Técnica de microaglutinacion

El método consiste en mezclar el suero a estudiar con leptospiras cultivadas, para
evaluar el grado de aglutinacién usando un microscopio de campo oscuro. De acuerdo
con el Subcomité de Taxonomia en Leptospira, el punto de corte se define como la

dilucion del suero que muestre el 50 % de aglutinacion, dejando 50 % de células libres,
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cuando se le compara con un control que consiste en un cultivo diluido 1:2 en una
solucién amortiguadora de fosfato salino. La MAT permanece como prueba de
referencia y es usada para detectar anticuerpos y determinar sus titulos. Esta prueba
puede ofrecer una indicacion del serogrupo al cual pertenece el serovar infectante, pero
raramente lo identifica. La MAT detecta tanto los anticuerpos tipo IgM como IgG. La
prueba no puede ser estandarizada ya que utiliza antigenos vivos, factores como la
edad y densidad del antigeno en el cultivo puede influir en el titulo de aglutinacion

(International Committee on Systematics of Prokaryotes, 2008).

Materiales y reactivos

Se utilizaron placas plasticas para microtitulacion de 96 pocillos de fondo plano. Se
utilizaron 9 serovares de leptospiras de referencia nacional e internacional, siendo estas
L. icterohaemorraghiae, L. pyrogenes, L. canicola, L. pomona, L. hardjo, L. wolffi, L.
tarassovi, L. bratislava y L. grippothyphosa, para realizar MAT. Las muestras de sueros
con dilucién 1:50 o superior, se consideraron positivas, al observar con el microscopio
de campo oscuro en un aumento 10X, una aglutinacion o desaparicion de células en el

campo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De las 56 muestras solo dos yeguas (3.57%), de 6 y 7 afios de edad, dieron positivas
a leptospirosis con la técnica de MAT a la serovar Grippothyphosa, con una titulacion

1:100. Estas yeguas nunca se habian podido prefar.

Es bien conocido que las principales manifestaciones clinicas en equinos debido a
infeccion por Leptospira spp, son la uveitis recurrente y el aborto (Divers y col., 1992).
Leptospira interrogans serovar Pomona y L. Kirschneri serovar Grippotyphosa han sido
descritas como la causa mas comun de la enfermedad infecciosa en Norte América y
Europa, respectivamente (Halliwell y col., 1985; Hartskeerl y col., 2004). Otros estudios
realizados en equinos sacrificados en rastro, donde se recolectaron ojos con uveitis
evidente y se analizaron el humor vitreo, el humor acuoso, ademéas de suero, se
encontraron aislamientos de Leptospira spp. y la identificacion serologica de L.

interrogans serovar Pomona tipo kennewicky (Vermay col., 2005; Verma y col., 2012).

En casos de aborto equino en Kentucky, se ha encontrado también a Leptospira
interrogans serovares Kennewicky, Gryppotyphosa, y Pomona, y los serogrupos a los
gue pertenecen son Pomona, Gryppotyphosa y Serjoe. En Europa, ademas se han
descrito las serovares Icterohaemorrhagiae, Australis, Serjoe y Autumnalis. En

Ontario, Canada la serovar Kennewicky también es frecuente (Donahue y col., 1995).

En Argentina, algunos estudios seroldgicos y aislamientos a partir de rifion de equinos,
han mostrado leptospiras del serotipo Hardjo y cepas de Leptospira biflexa. Estos
aislamientos mostraron reacciones cruzadas con serotipos de Hebdomadis. También se
ha encontrado una prevalencias de 74.6% de leptospirosis en sueros de caballos de
rastro, encontrandose las serovares Pomona, Hebdomadis, Pyrogenes, Tarassovi y
Canicola. La serovar Biflexa mostr6 reacciones positivas en un 99.1% de los sueros de

equino (Myers, 1976).
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La leptospirosis en equinos es una de las causas mas importantes de enfermedades
emergentes debido a abortos en equinos (Donahue y Williams, 2000), siendo
Leptospira interrogans sv Pomona la causa mas frecuente de leptospirosis equina, sin
embargo espiroquetas pertenecientes a las serovares Canicola, Bratislava,
Icterohaemorrhagiae y Sejroe estan presentes con menos frecuencia (Alston y Broom,
1958; Donahue y col., 1992; Donahue y col., 1995; Donahue y col., 1991; Vemulapalli y
col., 2005) y L. kirschneri sv Grippotyphosa (Verma y col., 1977; Hashimoto y col.,
2007).

En equinos de México se han reportado frecuencias de serovares en tres centros
ecuestres que incluyen L. pyrogenes (100%), L. canicola (96%), L. jez bratislava
(56.5%, 61.1% y 80.6%), L. pyrogenes (61.1% y 72.2%), L. autumnalis (66.7%)(Gomez-
Molina, 2005).

De acuerdo con los estudios realizados por Gomez-Molina (2005), nuestra hipotesis se
basé en sus resultados planteando que los equinos rurales y urbanos del Municipio de
Chihuahua en el Estado de Chihuahua presentan las serovares de L. pyrogenes, L.
canicola y L. Bratislava, sin embargo ésta se rechaza ya que en éste trabajo solo se
presentd a L. Grippotyphosa, como la Unica serovar encontrada, pero a pesar de ello
nuestro estudio concuerda con varias investigaciones realizadas en equinos de varias
partes del mundo, descritas anteriormente (Donahue y col., 1995; Halliwell y col., 1985;
Hartskeerl y col., 2004; Hashimoto y col., 2007; Vermay col., 1977).

Por otra parte, nuestro estudio también contrasta con el porcentaje de seropositividad
de Leptospira encontrado por Gomez-Molina (2005), ya que se encontré un porcentaje
de 3.57 comparado con un minimo de 56.5% reportado en tres centros ecuestres de
México. Aun asi, desde la década de los 50s se conoce por medio de varios estudios
seroldgicos, que alrededor del mundo la infeccion en caballos puedes ser comunmente
inaparente, y las infecciones varian desde el 2% al 70% (Hanson y col., 1969) y en
Estados Unidos del 5% al 67% (Harrington, 1975: Hodgin y col., 1989).
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La alta frecuencia de leptospirosis positiva con la técnica de MAT, reportada por
Gomez-Molina (2005), se puede deber a que los caballos se encuentran estabulados
en criaderos donde conviven alrededor de 400 equinos en total y en el presente
estudio los animales, aunque andan en competencias y se llegan a conglomerar en

eventos ecuestres, viven aislados de 2 a 10 animales por propietario.

CONCLUSIONES

El estudio serolégico para la determinacion de Leptospirosis en equinos de areas
urbanas y rurales aledafias al Municipio de Chihuahua muestran una baja incidencia

de leptospirosis.

Se recomienda realizar estudios mas amplios para complementar la investigacion
considerando el convivio con otros animales, asi como las instalaciones en que se

encuentran los animales en estudio.
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