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RESUMEN

La leptospirosis es una zoonosis bacteriana de gran impacto. Los perros y otros
animales pueden infectarse, constituyendo un factor importante en la diseminacion de la
bacteria al humano. La infeccion es causada por cualquiera de los serovares patdgenos
de los 25 serogrupos de Leptospira spp. El estudio tuvo como objetivo identificar
serogrupos de Leptospira spp presentes en perros con diagnéstico clinico presuntivo
de leptospirosis de la ciudad de Lima. Se obtuvieron 305 muestras de suero sanguineo de
perros de 31 distritos de Lima Metropolitana. Se realizé la prueba de microaglutinacion
(MAT), estableciéndose titulos > 1/100 de serorreactividad como seropositivos. Se utili-
zaron cepas de referencia de los 25 serogrupos, incluyendo al nuevo serogrupo lquitos,
serovar varillal, cepa VARL10, aislado y reportado en casos humanos en Per(. Se detecta-
ron 177 seropositivos (58.0%), 31 (10.2%) de los cuales fueron coaglutinaciones. Los
serogrupos reaccionaron contra 18 serogrupos siendo los de mayor frecuencia: lquitos
(15.1%), Tarassovi (12.1%), Canicola (12.1%), Australis (4.6%), Icterohaemorrhagiae
(4.3%), Pomona (3.9%), Mini (3.3%) y Ballum (2.6%). No se identificaron serorreactores
en los serogrupos Bataviae, Celledoni, Hebdomadis, Lousiana, Panama, Ranarum y Sarmin.
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Serogrupos patégenos de Leptospira spp en perros en Lima

ABSTRACT

Leptospirosis is an important bacterial zoonosis worldwide. Dogs and other animals
can be infected, constituting an important role in the spread of the bacteria to humans.
The infection is caused by any of the pathogenic serovars of the 25 serogroups of
Leptospira spp. The aim of this study was to identify serogroups of Leptospira spp in
dogs that had presumptive diagnosis of leptospirosis. Atotal of 305 serum samples were
obtained from dogs in 31 districts of Lima. The microagglutination test (MAT) was
performed, establishing > 1/100 seroreactivity titre as seropositive using reference strains
of the 25 serogroups, including the new lquitos serogroup, Varillal serovar, strain Var10,
isolated and reported in human cases in Peru. The frequency of seropositive samples
was 58.0% and 10.2% were co-agglutinations. The seropositive reacted against 18
serogroups and the most frequent were: lquitos (15.1%), Tarassovi (12.1%), Canicola
(12.1%), Australis (4.6%), Icterohaemorrhagiae (4.3%), Pomona (3.9%), Mini (3.3%) and
Ballum (2.6%). There were no seroreactors to serogroups Bataviae, Celledoni, Hebdomadis,
Lousiana, Panama, Ranarum, and Sarmin.
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INTRODUCCION

La leptospirosis es una zoonosis de im-
pacto global en la salud pablica, con cerca de
500 000 casos anuales y un rango de morta-
lidad de 5 a 20% (Dupouey et al., 2013). La
enfermedad se encuentra asociada a po-
blaciones con deficiencias sanitarias, es-
pecialmente en regiones tropicales (Adler
y De la Pena Moctezuma, 2010; Evange-
listay Cobum, 2010; Picardeu, 2013). Ade-
mas, factores ambientales y naturales
incrementan la presentacion de la enfer-
medad en el verano o con el incremento
de lluvias, asi como con el fenémeno de El
Nifio e inundaciones (Levett, 2001; Pappas
et al., 2008).

La enfermedad es causada por espiro-
quetas patégenas del género Leptospira, que
produce en el humano fiebre alta, insuficien-
cia renal y hepatica, que en casos graves
conlleva la muerte dentro de una
sintomatologia conocida como el Sindrome de
Weil (Adler y De la Pena Moctezuma, 2010).
Los animales de produccion, como el bovino,
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ovino, caprino, porcino 'y equino, padecen prin-
cipalmente de problemas reproductivos y
merma en su productividad (Ko et al., 2009).
El perro presenta una alta sensibilidad a la
enfermedad, con lesiones severas en rifiones
e higado, y donde se han evidenciado cuatro
formas de presentacion o sindromes: ictérica,
hemorragica, urémica (enfermedad de
Stuttgart) y reproductiva (Bolin, 1996), mien-
tras que en gatos solo se han reportado ca-
sos leves o0 a traves de infecciones experi-
mentales (Hartmann et al., 2013).

El humano y los animales se infectan a
través de las mucosas y superficies lesiona-
das o heridas y, en menor medida, por via
oral al exponerse directamente con orina de
animales infectados o con fuentes de agua
(acequias, riachuelos, lagunas, rios). Los roe-
dores son los principales diseminadores de la
enfermedad, debido a su condicién de porta-
dores asintomaticos (Lau et al., 2010;
Nakamura et al., 2013); sin embargo, los pe-
rros y otros animales pueden permanecer
como portadores y eliminar continuamente la
bacteria a través de la orina (Martins et al.,
2012).
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Las leptospiras poseen un lento creci-
miento en los medios de cultivo, requiriendo
cerca de dos meses para el diagndstico
(Oliveira, 1999). Ademas, poseen mas de 250
serovariedades patdgenas, que por su simili-
tud antigénica estan agrupadas en 25
serogrupos. Protocolos actuales de PCR no
definen el serovar/serogrupo infectante, a
pesar de distinguir entre especies patdgenas
y saprofitas (Stoddard et al., 2009;
Picardeau, 2013). Asi, la prueba de
Microaglutinacion (MAT) es la herramienta
diagnostica de referencia internacional con
mejor capacidad de distinguir y cuantificar
anticuerpos contra determinado serogrupo
(patogeno y saprofito). MAT emplea
leptospiras vivas como antigeno, correspon-
dientes a serovares de referencia, o mejor
aun, serovares autoctonos o0 mas frecuentes.
A pesar de ello, MAT requiere determinar
titulos de anticuerpos, signos clinicos del pa-
ciente y analisis bioquimicos para definir una
posible exposicién, infeccion reciente o en-
fermedad (Picardeau, 2013; OIE, 2014).

En el pais se ha estudiado la leptospirosis
en humanos y especies animales, con resul-
tados positivos en todas las especies estu-
diadas (Céspedes et al., 2006). La
leptospirosis canina es un hallazgo, o al me-
nos un diagnostico presuntivo, frecuente en
las diversas clinicas veterinarias de Lima; de
alli la importancia, tanto para el diagndstico
como para la produccion de vacunas, de de-
terminar los serovares/serogrupos circulan-
tes de Leptospira spp en cada especie y
zona geogréafica. Ademas, la evaluacion de
la leptospirosis canina puede estimar el ries-
go de la enfermedad para el humano, tenien-
do gran impacto en la salud publica (Martins
et al., 2012). Por ello, el propésito del pre-
sente trabajo fue determinar los serogrupos
de Leptospira spp presentes en perros de la
zona de Lima con diagndstico presuntivo de
leptospirosis.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se obtuvieron muestras de sangre o sue-
ro de perros (Canis lupus familiares) con
diagndstico presuntivo de leptospirosis, remi-
tidos por médicos veterinarios de clinicas ve-
terinarias de Lima Metropolitana al Labora-
torio de Bacteriologia de la Facultad de Me-
dicina Veterinaria, Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (UNMSM), Lima,
Per(. En la historia clinica se describieron
signos clinicos como fiebre, vémitos, hemo-
rragias, oliguria, anuria, lumbalgia, dolor re-
nal a la palpacion, mialgias, diarrea, ictericia,
convulsiones, poliuria, incremento de
transaminasas y uremia.

El criterio de seleccion o inclusion de
las muestras fue de animales mayores de seis
meses de edad y sin vacunacién contra
leptospirosis 0 con mas de seis meses desde
la dltima vacunacién. Se obtuvieron 305
muestras remitidas durante los afios 2012
(n=107), 2013 (n=176) y 2014 (n=22), proce-
dentes de 31 distritos de la ciudad de Lima.
Los distritos pertenecen a cuatro zonas geo-
gréaficas: Lima Centro (n=164), Lima Este
(n=89), Lima Norte (n=20) y Lima Sur
(n=32). Las muestras correspondieron a 193
machos y 112 hembras con edades de 0.5a 3
afios (n=87), 4 a 7 afos (n=91), 8 a 11 afios
(n=78) y mayores de 11 afos (n=49).

Muestras y Serologia

Las muestras de sangre fueron
centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos.
El suero resultante fue almacenado en
microviales a -20 °C. La deteccion de
anticuerpos contra leptospirosis se realizé con
la prueba estandar de microaglutinacion o
aglutinacion microscopica (MAT), segun lo
describe Faine (1982), y con las recomenda-
ciones de la Organizacion Mundial de Sani-
dad Animal (OIE, 2014).
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Cuadro 1. Serovares de Leptospira spp utilizados en la prueba de microaglutinacion (MAT)

N°  Especie Serogrupo Serovar Cepa

1 L. interrogans Australis Bratislava Jez-bratislava
2 L.interrogans Autumnalis Autumnalis Akiyami A
3 L.borgpetersenii  Ballum Castellonis Castellon 3
4 L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienen
5 L.interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht IV
6 L. weilii Celledoni ND! 2011/01963
7 L. kirschneri Cynopteri Cynopteri 3522 ¢

8 L.interrogans Djasiman Djasiman Djasiman

9  L.kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moska V

10 L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
11 L. fainei Hurstbridge Hurstbridge BUT6

12 L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae Verdun

13 L. licerasiae Iquitos Varillal VAR10

14 L. borgpetersenii  Javanica Javanica Poi

15 L. noguchii Louisiana Louisiana LUC1945
16 L. interrogans Manhao Lincang L14

17 L. santarosai Mini Georgia LT117

18 L. noguchii Panama Panama Cz 214K

19 L. interrogans Pomona Pomona Pomona

20 L. interrogans Pyrogenes pyrogenes Salinem

21 L. meyeri Ranarum Ranarum ICF

22 L. weilii Sarmin Sarmin Sarmin

23 L.interrogans Sejroe Hardjobovis Sponselee
24 L. santarosai Shermani Shermani 1342 K

25 L.borgpetersenii  Tarassovi Tarassovi Perepelitsin

! No determinado

Se seleccionaron serovares de referen-
cia internacional de cada uno de los 25
serogrupos patogenos establecidos (Cuadro
1). Los serovares fueron obtenidos de la
Unidad de Espiroquetas del Instituto Pasteur,
Francia. El criterio de seleccion fue tomado
del manual de leptospirosis (OMS, 2008), in-
cluyéndose en el presente estudio el nuevo
serogrupo lquitos, serovar Varillal cepa Var10
(Matthias et al., 2008).

Las leptospiras se cultivaron en tubos
con 5 ml del medio de cultivo liquido especifi-
co para leptospiras, el Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH), a 28 °C

durante 4-8 dias. Se evalué el crecimiento de
cada serovar hasta obtener una cantidad de
1 a 2 x108 leptospiras/ml, equivalente a una
transmitancia de 60-70% utilizando un filtro
de 400 nm (Espectofotometro UNICO™,
Modelo UV/VIS S2100). Luego se evalud la
viabilidad celular (movilidad) y la ausencia de
contaminacion, utilizando un microscopio de
campo oscuro (OMS, 2008; OIE, 2014). Los
tubos con un adecuado crecimiento se man-
tuvieron a temperatura ambiente hasta su uso
en la prueba de MAT. Los serovares disponi-
bles se utilizaron el mismo dia de comprobar-
se su crecimiento 6ptimo.
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Figura 1. Seropositividad a Leptospira spp con la prueba de microaglutinacion (MAT). Las ba-

rras muestra la frecuencia numérica de serogrupos patégenos de Leptospira spp (208
en 177 muestras positivas) en suero de perros con diagndstico presuntivo de leptospirosis

en Lima, Peru (2012-2014)

Las muestras se diluyeron en
microplacas con solucidn salina fisioldgica
(CINa 0.85%) para evaluar titulos de 1/100,
1/200, 1/400, 1/800 y 1/1600 frente a antigenos
vivos de leptospiras. Posterior a la incubacion
a 28 °C en oscuridad por 2 h, los sueros con
aglutinacion no menor del 50% de las
leptospiras (comparadas con el antigeno con-
trol) fueron considerados seropositivos 0
serorreactivos al respectivo titulo o dilucion
(INS, 2002; OIE, 2014).

Las muestras reactivas a un titulo igual
0 mayor de 1/100 a determinado serovar y
de su respectivo serogrupo de Leptospira se
consideraron como positivas (Faine et al.,
1999; Picardeau, 2013). Las muestras
reactivas a dos serogrupos con titulos iguales
se consideraron como coaglutinaciones (OIE,
2014).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron expresados en
forma porcentual. Ademas, se establecid la
relacion entre los niveles de positividad con
las variables procedencia, edad y sexo me-
diante la prueba de regresion logistica utili-
zando el paquete estadistico STATA 11.

REsuLTADOS

El 58.0% (177/305) de las muestras re-
sultaron positivas a por lo menos uno de los
18 serogrupos (Cuadro 2, Fig. 1). No hubo
respuesta contra los serogrupos Bataviae,
Celledoni, Hebdomadis, Lousiana, Panama,
Ranarum y Sarmin.
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Cuadro 2. Frecuencia de muestras posi-
tivas’ a serogrupos de Leptospira spp
(n=305)

Frecuencia
Serogrupo (%)
Iquitos 15.1
Tarassovi 12.1
Canicola 12.1
Australis 4.6
Icterohaemorrhagiae 4.3
Pomona 3.9
Mini 3.3
Ballum 2.6
Djasiman 2.0
Hurtsbridge 2.0
Sejroe 1.3
Cynopteri 1.3
Autumnalis 0.7
Grippotyphosa 0.7
Pyrogenes 0.7
Javanica 0.7
Shermani 0.7
Manhao 0.3

! 31 muestras fueron positivas a 2 serogrupos

Los titulos maximos de aglutinaciéon de
las muestras positivas a un serogrupo pato-
geno (146/177) de Leptospira spp fueron
relativamente bajos en el caso de los serotipos
mas frecuentes; no obstante, algunos
serovares alcanzaron titulos altos (Cuadro 3).

De los 177 seropositivos, 31 (10.2%)
fueron coaglutinaciones a serogrupos
patégenos de Leptospira spp. De estos, los
serogrupos que mas participaron en las
coaglutinaciones fueron Canicola, Iquitos e
Icterohaemorrhagiae con titulos entre 1/100
y 1/800 (Cuadro 4).

Los perros machos tuvieron mayor por-
centaje de seropositividad (64.4%) que las
hembras. Asimismo, mayor seropositividad se

presentd en perros con 4 a 11 afios de edad
(59.3%) y en aquellos procedentes de Lima
Centro (52.0%). Los factores de riesgo se
muestran en el Cuadro 5.

Discusion

El presente estudio es el primero en el
pais en evaluar los 25 serogrupos patgenos
de Leptospira spp que han sido descritos. El
58.0% de perros seropositivos a Leptospira
spp fue similar al 67% (18/27) encontrado
por Céspedes et al. (2003) en Madre de Dios,
Peru, en caninos con diagndstico presuntivo
de leptospirosis. Asimismo, las frecuencias
encontradas en clinicas veterinarias en
Valdivia, Chile, de 14.8% en 400 perros eva-
luando ocho serotipos (Silva y Riedemann,
2007), de 18% en Berlin, Alemania, en 329
perros sospechosos de Leptospirosis evaluan-
do 12 serogrupos (Mayer-Scholl et al., 2013),
y de 29.3% en Japon, en 283 perros con sig-
nos compatibles de leptospirosis (Koizumi et
al., 2013) fueron seroprevalencias menores
a las del presente trabajo, aunque en esos
casos se emplearon menor nimero de
serogrupos patogenos, disminuyendo la sen-
sibilidad de los estudios.

Es importante considerar que los perros
son susceptibles a la infeccion por la alta ex-
posicion al patégeno, inclusive en areas ur-
banas, siendo el agua de regadio y de des-
agle las principales fuentes de leptospiras
debido a la eliminacion continua de la bacte-
ria por roedores y otros animales a través de
la orina (Reis et al., 2008; Raghavan et al.,
2011). Ademas, la ciudad de Lima cuenta con
deficiencias en el sistema de alcantarillado y
eliminacion de desechos, principal factor aso-
ciado con leptospirosis humana en Per( y otros
paises (Oliveira et al., 2012), lo cual puede
ser un factor que haya incrementado la fre-
cuencia de perros positivos en el presente
estudio (Sarkar et al., 2002; Krojgaard et al.,
2009).
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Cuadro 3. Titulos de anticuerpos contra serogrupos patdgenos de Leptospira spp mediante
la prueba de microaglutinacion (MAT) en muestras de suero positivos a un
serogrupo (n=146) provenientes de canes con diagndstico presuntivo de

leptospirosis

Titulos de anticuerpos

Total

Serogrupo
1/100 1/200

1/400 1/800 1/1600

oo

Australis 0
Autumnalis

Ballum

Canicola

Cynopteri

Djasiman
Grippotyphosa
Hurtsbridge
Icterohaemorrhagiae
Iquitos

Javanica

Mini

Pomona

Pyrogenes

Manhao

Sejroe

Shermani

Tarassovi
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El creciente contacto con especies sil-
vestres y el desplazamiento y comercia-
lizacion de mascotas han resultado en cam-
bios en la prevalencia de serogrupos de
Leptospira spp, e inclusive en la emergencia
de nuevos serogrupos, como se han docu-
mentado en Estados Unidos, Japdn y paises
de Europa (Stokes et al., 2007; Ellis, 2010;
Gautam et al., 2010; Koizumi et al., 2013).

Si bien se describe al perro como hos-
pedero de mantenimiento del serovar
Canicola, la mayoria de infecciones de perros
en Estados Unidos en los Gltimos 20 afios ha
sido causada mayormente por los serovares
Pomona, Bratislava y Grippotyphosa (Ward et

al., 2004; Greene, 2006; Ghneimet al., 2007);
mientras que en Valdivia, Chile, han sido
Canicola, Icterohaemorrhagiae y Ballum (Sil-
va y Riedemann, 2007), y en Japon y Europa
han emergido o predominan serogrupos que
en estudios previos tenian una minima pre-
sencia e importancia epidemiolégica (Gautam
et al., 2010; Koizumi et al., 2013). Un estu-
dio en Samoa Americana sugiere que existe
una variacién y emergencia de nuevos
serogrupos cada 10 afios (Lau et al., 2012),
lo cual podria explicar las frecuencias del pre-
sente estudio y la presencia de serogrupos
no reportados en estudios previos en perros
y otras especies, tanto en Lima como a nivel
nacional.
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Cuadro 4. Coaglutinaciones (n=31) y sus respectivos titulos de anticuerpos mediante la
prueba de microaglutinacion (MAT) contra serogrupos patégenos de Leptospira
spp en muestras de suero caninos con diagnoéstico presuntivo de leptospirosis

Titulos de anticuerpos

Serogrupos
arip 1/100

1/200

Total

1/400  1/800  1/1600

(SN

Canicola-Australis
Canicola-Ballum
Canicola-Cynopteri
Canicola-Hurstbridge
Canicola-Icterohaemorrhagiae
Canicola-lquitos
Canicola-Mini
Canicola-Pomona
Canicola-Tarasovi
Icterohaemorrhagiae-Australis
Icterohaemorrhagiae-lquitos
Icterohaemorrhagiae-Tarassovi
Iquitos-Australis
Iquitos-Pomona
Iquitos-Shermani
Iquitos-Tarassovi
Javanica-Tarassovi
Mini-Djasiman
Pomona-Cynopteri
Tarassovi-Ballum

=
o
o
o
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La mayor seropositividad correspondio
al serogrupo lquitos, serovar Varillal. Este
serogrupo corresponde una especie nueva,
denominada Leptospira liscerasiae, aislada
de pacientes humanos de cuatro zonas geo-
gréficas distantes de la ciudad de lquitos, en
la amazonia peruana. Posterior a este hallaz-
go, se hizo una evaluacion en pacientes fe-
briles observandose en el 47% de las perso-
nas (Matthias et al., 2008). El empleo del
nuevo serogrupo en el diagndstico incrementd
notablemente la deteccion de la enfermedad
en varias localidades de la Amazonia (Cés-
pedes et al., 2006). Incluso, el serovar Varillal

fue encontrado en una persona del distrito de
Puente Piedra, Lima con titulos de 1/200
(Platts-Mills et al., 2011), poblacién que no
presenta una relativa alta exposicion a los
factores de riesgo convencionalmente esta-
blecidos para contraer la leptospirosis; lo que
estaria indicando que este serovar ya habria
estado circulando en la ciudad de Lima. Esta
ciudad tiene los factores de riesgo, tanto am-
bientales como biol6gicos y socio-econémi-
cos para la diseminacion de la leptospirosis, y
considerando el desplazamiento de mascotas
y animales de produccion y silvestres, se po-
dria explicar la presencia y relativa alta fre-
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Cuadro 5. Factores de riesgo en caninos con diagnostico presuntivo de leptospirosis en
305 muestras analizadas con la prueba de microaglutinacion (MAT) contra
serogrupos patégenos de Leptospira spp, medido a través del Odds Ratio

_ Seropositivos OR!® IC 95%?
Variable " i
Positivos %"° ajustado
Sexo Macho 114 64.4 1
Hembra 63 35.6 0.75 05-1.2
Edad <3 afios 46 26.0 1
4-7 afios 53 299 1.39 0.7-2.2
8-11 afios 52 29.4 1.96 09-34
>11 afios 26 14.7 0.98 05-2.0
Procedencia Lima Norte 7 4.0 1
Lima Centro 92 52.0 0.24 0.9-6.2
Lima Sur 21 11.9 3.54 1.1-115°
Lima Este 57 322 3.30 1.2-9.13

# Odds ratio ajustado (anélisis multivariado — regresion logistica)

% Intervalo de confianza

¥ Factor de riesgo en analisis multivariado (p<0.05)

cuencia en la poblacion canina del presente
estudio.

Los serogrupos Canicola, Iquitos e
Icterohaemorrhagiae fueron los mas frecuen-
tes en las coaglutaciones entre ellos y con
otros serogrupos (10.2%), cuyo porcentaje
alto se explicaria por el uso de una amplia
variedad de serogrupos patdégenos,
incrementando la sensibilidad de la prueba.
Los titulos de las coaglutinaciones variaron
desde 1/100 hasta 1/800. Las coaglutinaciones
suelen deberse a infecciones por dos 0 mas
serovares patégenos; sin embargo, en algu-
nos casos los perros pudieron pasar por una
infeccion subaguda o cronica a determinado
serovar y luego se infectaron con otro serovar
de distinto serogrupo. Asimismo, también pue-
de deberse a reacciones cruzadas (Ferreira
Neto et al., 1997; Andre-Fontaine, 2006).
Coaglutinaciones han sido demostradas en-
tre el serogrupo Iquitos con otro serogrupo
patégeno (18%, Matthias et al., 2008). Igual-
mente, en Chile se obtuvo 4.3% (Silva y
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Riedemann, 2007) y en Colombia se deter-
mind 2.0% de coaglutinaciones (Silva-Molano
et al., 2008).

La determinacion de la edad y el sexo
como factores de riesgo para la infeccion con
leptospiras ha sido observado en Lima por
Huerta et al. (2013), quienes, ademas, consi-
deran que el tamafo del perro es otro factor
de riesgo en caninos. Esto se explicaria por
la mayor exposicion de los perros adultos,
machos y de mayor tamafio que tienen ma-
yor acceso a la calle que perros jovenes, hem-
bras (para evitar la prefiez) y pequefios.

CONCLUSIONES

e Las infecciones de Leptospira spp en
perros de la ciudad de Lima son causa-
das por 18 de los 25 serogrupos
patogenos: Australis, Autumnalis, Ballum,
Canicola, Cynopteri, Djasiman, Grippoty-
phosa, Hurstbridge, Icterohaemorrha-
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giae, Iquitos, Javanica, Manhao, Mini,
Pomona, Pyrogenes, Sejroe, Shermani y
Tarassovi.

La procedencia del perro fue un factor
de riesgo en la presentacion de
leptospirosis en perros con diagnostico
presuntivo de leptospirosis.
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