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RESUMEN

Leptospirosis y neosporosis son enfermedades abortivas en el ganado bovino, la primera, una zoonosis
producida por leptospiras, la segunda por un protozoario Neospora caninum enfermedad emergente
en perros. Los objetivos fueron determinar la seroprevalencia de los bovinos a Neospora caninum y
leptospira spp. Se utilizaron muestras de suero bovino, la determinacién de anticuerpos a Neospora
caninum mediante cELISA y de leptospira spp., por MAT, para la confirmacidon de ooquistes de
Neospora caninum se realizd el examen coprolédgico Teleman, en el caso de seroreactores a leptospira
spp., se obtuvo una segunda muestra, se analizaron 956 muestras de 158 UPAs, el 19.35 % resultaron
seroprevalentes a Neospora caninun, a leptospira spp., una seroprevalencia del 74,83% , con titulos
de 1/400 a la primera muestra del 28% y con titulos de 1/800 el 0.2%, la muestra pareada arrojo titulos
de 1/400 en el 28% de las muestras, a las dos enfermedades una seroprevalencia de 19.17%, en los
alrededores de la parroquia San Sebastian, existe mayor probabilidad de identificar leptospiras y en
Jimbilla neosporas.

Palabras claves: Neospora caninum, Leptospira spp., Zoonosis, aborto.

ABSTRACT

Leptospirosis and neosporosis are abortive diseases in cattle, with the former being a zoonosis caused
by leptospira, while the latter is caused by the protozoan Neospora caninum, an emerging disease in
dogs. The purpose of the study was to determine the seroprevalence of cattle to Neospora caninum
and Leptospira spp. Bovine serum samples were used, the determination of antibodies to Neospora
caninum by cELISA and of leptospira spp., by MAT, for the confirmation of oocysts of Neospora caninum
the Teleman stool test was performed, in the case of seropositives to leptospira spp., a second sample
was obtained, 956 samples from 158 UPAs were analyzed, 19.35% were seroprevalent to Neospora
caninun, to leptospira spp., a seroprevalence of 74.83%, with titers of 1/400 to the first sample of
28% and with titers of 1/800 0.2%, the paired sample yielded titles of 1/400 in 28% of the samples, a
seroprevalence of 19.17% for both diseases, in the surroundings of the San Sebastidn parish, there is
a greater probability of identifying leptospires and in Jimbilla neosporas.

Keywords: Neospora caninum, Leptospira spp., Zoonosis, abortion.
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I. INTRODUCCION

La leptospirosis es un trastorno infeccioso de
animalesyhumanos. Es lainfeccién zoondtica mas
comun del mundo (1), descrita primariamente
por Adolf Weil en 1886 (2), Stimson en 1907
preparo secciones del cerebro, higado, corazén
y rifién, en los tubulos del rifidn visualizo lo que
denomino Espiroqueta interrogans, Después
de 8 afios en Japdén fue encontrada por los
investigadores Inada e Ido (3), nombrada como
Espiroqueta icterohemorragica. El riesgo de
infeccion del huésped luego de la interaccidn con
fuentes ambientales depende de la capacidad
de leptospira para persistir, sobrevivir e infectar
al nuevo huésped para continuar la cadena de
transmision. (4), afectando cominmente a las
poblaciones de escasos recursos y resultando
en una morbilidad y mortalidad significativas
(5), La leptospirosis a menudo se diagnostica
erréneamente con otras enfermedades febriles
tropicales.(6)

Leptospira interrogans es una de las principales
causas de enfermedades humanas y L.
borgpetersenii es una de las principales causas
de enfermedades animales.(7), El periodo de
incubacién es de 2 a 30 dias y la enfermedad
generalmente ocurre de 5 a 14 dias después de la
exposicidn.(8).Lasleptospirascolonizanlostubulos
proximales renales e infectan crénicamente el
rifidn. Las bacterias vivas se excretan en la orina,
contaminando el medio ambiente (9). La forma
mas comun de diagnosticar la leptospirosis es a
través de pruebas seroldgicas, ya sea la prueba
de aglutinacion microscépica (MAT), que detecta
anticuerpos especificos de serovar, o un ensayo
de fase sélida para la deteccion de anticuerpos de
inmunoglobulina M (IgM) (10).

Neospora caninum (N. caninum), un protozoario
del filo apicomplexa, se distribuye globalmente
e impone pérdidas econdmicas significativas a
los productores y la industria ganadera (11). Los
rumiantes se involucran principalmente como
huéspedes intermediarios y los caninos como
huéspedes definitivos (12) La seroprevalencia
informada de exposicion a N. caninum en el
ganado oscilaentre 7,6 y 41 % en las Américas (13,
14). La patogenicidad de N. caninum varia segun
su especie hospedera, el ganado es el huésped
mas susceptible, el parasito causa abortos,
mortinatos, muertes neonatales, pérdida fetal
temprana y reabsorcion de embriones. (15,16).

Este pardsito puede persistir en granjas y rebafios
durante afios, y la transmisién congénita, la

AN

51

SEROPREVALENCIA A LEPTOSPIRA SPP., Y NEOSPORA
CANINUM EN GANADERIAS DEL CANTON LOJA

principal via de aborto provocada por N. caninum,
juega un papel fundamental en este sentido.

Hoy en dia, se dispone de varias técnicas de
diagndstico para la deteccién de la infeccidn
por N. caninum. En los casos de aborto por
Neospora en bovinos, la histopatologia y la
inmunohistoquimica (IHC) utilizando tejidos
de fetos abortados se consideran las pruebas
definitivas (17) La reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) también se utiliza para la
determinacidon de acidos nucleicos especificos
de pardsitos en muestras de animales abortados,
como cerebros y placenta (18).

Todas las especies de mamiferos son
potencialmente huéspedes accidentales de la
leptospirosis y no se ha identificado ninguna
especie como refractaria a la infeccion.
Actualmente, existen mas de 250 serovariedades
conocidas de Leptospira spp., las cuales muestran
una distribucidn variable por regién geografica
y especie huésped (19). Los parasitos de N.
caninum se han cultivado con éxito en lineas
celulares humanas, pero se han informado
titulos bajos de anticuerpos de especificidad no
confirmada contra N. caninum en muestras de
suero humano (20, 21,22). Seis de cada diez casos
humanos de enfermedades infecciosas surgen
de la transmisién animal (23) Los objetivos
fueron: (i) determinar la seroprevalencia de los
bovinos a Neospora caninum y leptospira spp.;
(ii) determinar la seroprevalencia de los bovinos
a los microorganismos, en el sector urbano y rural
del cantdn Loja.

Il. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio. El estudio en referencia se
realiz6 en Unidades de Produccion Agropecuarias
UPAs (mas de 500m? ) de las parroquias Jimbilla,
Chuquiribamba, Chantaco, Gualel, El Cisne,
Vilcabamba, San Pedro de Vilcabamba, Malacatos,
Quinara, San Sebastian, Sucre, El Sagrario, El Valle,
pertenecientes a la zona urbana y rural del cantén
Loja, que se encuentran entre los 1478 y 2880
msnm., presenta una precipitacion por la variacién
de las isoyetas de 400 a 900 mm/afio, la temperatura
en base al trazo de las isotermas del cantdon es de
10°Ca 22°C.(23).

Se seleccionaron hembras bovinas comprendidas
en edad reproductiva de mas de un afio de edad,
en las que se han evidenciado o no abortos u otros
problemas relativos a la reproduccion, para el estudio
no se consideraron machos de ninguna edad.
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Se tomaron 956 muestras de sangre de 158
UPAs areas urbanas y rurales del cantén Loja,
por puncién de la arteria coccigea media, se
recolectd en tubos vacutainers de 10 mL., tapa
roja sin anticoagulante previamente rotulados,
se transportaron en cooleres, sin ser expuestos
directamente al hielo, en el laboratorio se
registraron y codificaron en las matrices
internas, el procesamiento se realizdé mediante
centrifugacion a 3000 rpm., por el lapso de
cinco minutos, el suero sanguineo obtenido
fue alicuotado en tubos Eppendorf de 0,5 mL,,
se conservaron a -20 2C., hasta el inicio de las
pruebas, para el examen coproparasitario se
tomaron 40 muestras de caninos de igual cantidad
de ganaderias que resultaron seropositivas a N.
caninum.

Ejecucion de pruebas. La deteccion de la
presencia de anticuerpos leptospirales se realizé a
través de la prueba de Aglutinacién Microscépica
en Tubo (MAT) que utiliza diluciones seriadas
del suero que se expone a igual volumen de
suspension de leptospiras vivas, se utilizaron
serovariedades vivas de Leptospira spp.,
veinticuatro que se corresponde a patdgenas
y una de comportamiento saprofitico, para la
interpretacion de resultados se consideraron
positivas las muestras que alcancen titulos iguales
o superiores a 1 en 100 o mas junto con signos
clinicos, positivas si alcanza titulos superiores a
1 en 400 o cuando aumentan la titulacién en la
muestra pareada tomada entre los 14 y 21 dias
hasta cuatro o mas veces sus titulos. Las pruebas
se ejecutaron en los laboratorios del Instituto
Nacional de Investigacién en Salud Publica (INSPI
Quito y Guayaquil). Las biovariedades patdgenas
que se utilizaron fueron las clasificadas en L.
interrogans y como control fue utilizada la
biovariedad no patdégena L. patoc.

La deteccidon de anticuerpos a Neospora caninum
se realizd mediante el kit de la casa VMRD
Veterinary Medical research and development.
425 NW Albion Drive Pullman, WA 99163, (cELISA)
considerando el protocolo del fabricante .

Ladeteccion de ooquistes en muestras de heces de
perros utilizé el método rutinario para carnivoros
de Teleman, en el cual se procesaron cerca de 5
g de heces por animal, se realizé flotacidon con
solucidn de sacarosa, las muestras se examinaron
con un microscopio 6ptico utilizando el objetivo
400.

Analisis estadistico. La seroprevalencia y los
intervalos al 95% de confianza se calcularon para
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las veinte y cinco biovariedades de Leptospira. Se
utilizdé la prueba de Chi-cuadrado para analizar
las asociaciones entre la seropositividad de
Leptospira spp., N. caninum y las parroquias
del cantdn Loja, asi como también para evaluar
la relacion entre los titulos de anticuerpos
especificos y las diferentes serovariedades de
Leptospira. Cuando las condiciones para aplicar
la prueba Chi-cuadrado no fueron adecuadas, el
valor p se aproximd a partir de simulaciones de
Monte Carlo (18) con 10000 permutaciones. Las
pruebas estadisticas se realizaron con el programa
estadistico Rversion 4.0.3 (19). Se aplicé regresion
logistica para desarrollar el modelo predictivo de
la seropostividad de Leptospiras y Neosporas en
funcién de las parroquias urbanas y rurales del
cantén Loja. Para las parroquias que presentaron
significacion estadistica (p < 0.05) se determind
la razén de probabilidad (Odds-ratio) con el
respectivo intervalo de confianza. Para esto se
utilizé la libreria “oddsratio” del programa R.

lll. RESULTADOS

Seroprevalencia a leptospirosis y neosporosis
bovina en el Cantdn Loja.

La prueba de MAT para las 956 muestras mostro
una seroprevalencia a leptospirosis en el 74.83%
de los casos, con titulos iguales o superiores a
1/100, la prueba de cELISA para la deteccidon
de anticuerpos anti N. caninum mostro una
seroprevalencia del 19,35% ; la seroprevalencia
para las dos enfermedades es del 19.17%.

Can- Muestras Nro. de Nro. Muestras Anticuerpos Seroprevalencia 95%

ton muestras seroreactivas _para IC
956 715 Leptospira 74.83 % 714,
Spp. 78.3
Hembras
bovinas ~ 956 185 Neospora 19.35 % 20.6,
Loja mayores caninum 27.4
de un

afo 956 183 Leptospira 19.17 % 16.0,
spp.,y 22.3

Neospora

caninum
Tabla 1. Seroprevalencia a Leptospira spp., y Neospora caninum y a
las dos enfermedades en ganado bovino del cantén Loja.

Los resultados nos muestran una mayor
seroprevalencia de Leptospira spp., con relacién a
Neospora caninum sin embargo, luego de evaluar
la relacion entre la seroprevalencia de Leptospira
spp., ¥ Neospora caninum vy las diferentes
parroquias del cantén Loja, no se evidencié
relacion significativa (X-squared = 20.314, p =
0.9131); es decir la proporcidn de seroprevalencia
de leptospira y neospora se distribuye de forma
similar en todas las parroquias.
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23.07

16.67
16.33
14.29

Figura 1. Seroprevalencia a Leptospira spp y Neospora caninum., en
bovinos de parroquias urbanas y rurales del canton Loja.

Al evaluar el riesgo de presencia de Neosporas
y Leptospiras se encontré que las parroquias
urbanas de San Sebastian y la rural de Jimbilla
fueron significativamente diferente al resto de
parroquias (Tabla 1).

Sitio Estimador OR LI LS valor p
Positivas a MAT
San
Sebastian 1.897 6.67 1.75 24.11 0.0038
Positivas a ELISA
Jimbilla 3.075 21.67 2.4 511.82 0.015
Positivas a MAT y ELISA
Jimbilla 2.565 13 1.43 298.93  0.0411

Tabla 2. Factor de riesgo que afecta la seroprevalencia de Leptospiras
y Neosporas en el cantén Loja, estimado mediante regresion
logistica. OR: odds-ratio, LI: limite inferior, LS: limite superior al 95%.

En la parroquia San Sebastidn, la probabilidad
de identificar Leptospiras en las muestras es
6.67 veces mas que en el resto de parroquias, en
Jimbilla el riesgo de encontrar Neosporas fue 21
veces mayor al resto de parroquias, y 13 veces
mayor de encontrar simultdneamente Leptospiras
y Neosporas (Tabla 2). El resto de lugares que no
aparecen en la tabla presentaron estimadores de
regresion no significativos.

Se obtuvieron 509 muestras con titulos de 1/100
(71.1%), 650 muestras con titulos de 1/200
(90.9%), 207 muestras con titulos de 1/400
(28.9%) y una muestra con titulos de 1/800
(0.2%), (Figura 2).

100

90.9
20

80

0.2

1/100 1/200 1/400 1/800

Figura 2. Niveles de titulacion encontrados a leptospira spp.
Muestra pareada
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La muestra pareada utilizo del 7.4 % de los
seroreactores, independientemente de la
titulacién mostrada (53 muestras) se obtuvieron
titulos de 1/200 en el 54% de los casos (29
muestras); cuatro veces en el 28 % (15 muestras)
y un 18 % no mostraron incremento de los titulos
(9 muestras).

En todas las ganaderias lecheras visitadas se
encontraron entre uno a diez perros al interior de
la propiedad, al realizar la prueba coprolégica de
Teleman se determind la presencia de ooquistes
en el 5% de las muestras.

IV. DISCUSION

La leptospirosis tiene una amplia distribucion,
pero prevalece principalmente en las regiones
tropicales y pobres del mundo (24), en la region
tropical de la provincia de Manabi, los escasos
estudios realizados denotan prevalencias
variables,quevandel35.8% al 75%(25), Fuenteset
al. (26) encontraron que los casos de leptospirosis
en zonas endémicas de enfermedades tropicales
con manifestaciones clinicas similares a la
leptospirosis eran 26 a 49 veces mayores que los
diagnosticados y reportados por los Servicios de
Salud, en estudios realizados en zonas rurales
del ecuador se registré la positividad en orina
de ganado del 35.4 % (n = 17/48), en la misma
investigacion se tomaron muestras de pacientes
febriles sin diarrea o sintomas respiratorios
agudos dando positivos para ADN de leptospira
patégena en el 17,3 % (n = 78/449) (27). En
el estudio se encontré una seroprevalencia
en ganado bovino del 74.83%, no se pudieron
registrar signos clinicos de la enfermedad en los
animales sobre todo en las muestras con titulos
de 1/100y 1/200 por lo que se puede considerar
que en algun momento estuvieron en contacto
con la bacteria o con la posibilidad de una
enfermedad en curso, en cambio se registré una
seroprevalencia al analisis de la primera muestra
titulos de 1/400 del 28.9% vy una muestra con
titulos de 1/800 considerandose una infeccion
activa. Siguiendo el protocolo se realizé la prueba
a una segunda muestra en la que se determiné
el incremento de los titulos 1/400 en el 28% de
las muestras confirmando la infeccion activa,
demostrando ademas que leptospira puede
sobrevivir en un medio ambiente de temperatura
inferior a lo que se reporta habitualmente.

La parroquia con mayor probabilidad deidentificar
Leptospiras es San Sebastian, posiblemente al
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manejo de los animales, ya que estds bacterias se
transportan en la orina de animales infectados,
como roedores, cerdos, vacas, perros y muchas
especies de vida silvestre. Si la orina de un animal
infectado se deposita o drena en un cuerpo de
agua dulce (lago, rio, arroyo, etc.) o suelo, la
bacteria puede sobrevivir alli durante semanas o
meses. (28)

En las ultimas dos décadas, N. caninum ha sido
ampliamente investigada debido a suimportancia
como patégeno veterinario. Como resultado de
estos estudios, ahorase sabe que N. caninumtiene
una distribucién global y causa enfermedades
neuromusculares graves en perros, y aborto y
mortalidad neonatal en el ganado (29). En un
estudio realizado en dos ganaderias de leche en
Ecuador se encontré una alta seroprevalencia
para N. caninum (21,5 %) (30), en nuestro estudio
se encontrd una seroprevalencia del 19,35%. Este
patégeno protozoario se mantiene en el medio
ambiente mediante un ciclo de vida heterogéneo
gue involucra un huésped cdnido definitivo y una
amplia gama de huéspedes intermedios (31), en
todas las ganaderias investigadas se encontrd
perros en su interior que es el principal portador
del parasito. Se cree que ocurren tres métodos
naturales de transmisiéon de N. caninum en el
ganado: (32) ingestion de ooquistes esporulados
del parasito (transmision horizontal); (33)
infeccion transplacentaria (transmision vertical)
de una madre previamente infectada a su
descendencia (34); o (35) transmision horizontal
a una madre prefiada seguida de transmisién
vertical a su feto (transmisién horizontal y vertical
combinada).

VII. REFERENCIAS

V. CONCLUSIONES

Los titulos de 1:100 o superior frente a uno o
mas antigenos leptospirales, sélo es evidencia
indicativa de la enfermedad en un periodo
anterior o posible enfermedad en curso.

Por los resultados de las muestras pareadas
se considera confirmada la enfermedad de
leptospirosis bovina cuando aumenta en cuatro o
mas veces el titulo de anticuerpos de los reactores
investigados a los 14 a 21 dias posteriores a la
primera prueba en esta investigacion se detecta
una infeccion activa del 28%.

La presencia de perros en las ganaderias los
convierte a los bovinos en hospedadores
intermediarios y contaminados por transmisién
horizontal

La presencia de roedores cerca a los alimentos y
fuentes de agua conjuntamente con la forma de
crianza de los animales pueden estar incidiendo
en los altos porcentajes de seropositividad a
leptospirosis.

Mayor riesgo para que los bovinos desarrollen
leptospirosis y N.caninum, es la parroquia
Jimbilla y San Sebastidan para leptospirosis.
Estos resultados aportan con informacién para
que las entidades competentes tomen medidas
preventivas y se logre romper la cadena de
infeccion.
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