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Association between the presence of antibodies against Leptospira and
kidney lesions in cattle
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RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo determinar la posible relacion entre la presencia de
lesiones denominadas «Rifiéon con Manchas Blancas» (RMB) y la seroprevalencia de
Leptospira spp en bovinos sacrificados en el matadero del cantén Manta, provincia
Manabi, Ecuador. Se tomaron muestras de sangre a 320 bovinos para detectar anticuerpos
contra bacterias del género Leptospira utilizando la técnica de microaglutinacion. Asi-
mismo, se hizo una revisiéon macroscopica de los rifiones y se tomaron muestras para el
analisis histopatoldgico. La seroprevalencia de Leptospira spp fue de 50.9% y la fre-
cuencia de lesiones renales fue de 18.13%. Se encontro la presencia de los ocho serovares
evaluados, siendo mayor la frecuencia de los serovares Pomona, Icterohaemorragiae y
Bratislava. Los animales seroldogicamente positivos a Leptospira presentan 40.56 mas
probabilidad de presentar lesiones especificas asociadas con la enfermedad al momento
del sacrificio (p<<0.00001; OR=40.56; IC 95%=9.86-169.79). Se determin asociacion signi-
ficativa entre la presencia de lesiones renales con los serovares Icterohaemorragiae,
Canicola, Hardjo y Wolffi. No se encontrd asociacion entre la presencia de lesiones con
el sexo de los animales ni con el cantén de procedencia. Se concluye que existe
relacion entre la seroprevalencia a Leptospira spp y la presencia de lesiones renales
(RMB).
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The aim of this study was to determine the possible relationship between the presence
of lesions called «White Spotted Kidney» (WSK) and the seroprevalence of Leptospira
spp in cattle slaughtered in the Manta slaughterhouse, Manabi province, Ecuador. Blood
samples were taken from 320 cattle to detect antibodies against Leptospira spp using the
microagglutination technique. Likewise, a macroscopic revision of the kidneys was made,
and samples were taken for histopathological analysis. The seroprevalence of Leptospira
spp was 50.9% and the frequency of kidney injury was 18.13%. The presence of the eight
serovars evaluated was found, with the serovars Pomona, Icterohaemorragiae and
Bratislava being the most frequent. Animals serologically positive for Leptospira are
40.56 more likely to have specific lesions associated with the disease at the time of
slaughter (p<0.00001; OR =40.56; 95% CI =9.86-169.79). A significant association was
found between the presence of kidney lesions with the serovars Icterohaemorragiae,
Canicola, Hardjo and Wolffi. No association was found between the presence of lesions
with the sex of the animals or with the canton of origin. It is concluded that there is a
relationship between seroprevalence to Leptospira spp and the presence of kidney lesions

(WSK).
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INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad cau-
sada por especies patdogenas del género
Leptospira que afecta numerosas especies
animales causando fiebre, hemolisis, nefritis,
trastornos respiratorios y reproductivos que
pueden ocasionar la muerte (Dorjee, 2007),
sobre todo en regiones tropicales y
subtropicales (Ellis, 2015, Haji Hajkolaei et
al.,2016). Los animales infectados excretan
las bacterias en la orina, contaminando las
instalaciones, alimentos, agua, los que se cons-
tituyen en fuentes de infeccion (Azizi et al.,
2014). Estos patogenos se localizan en los
riflones causando dafio renal (Taghadosi et
al.,2016) en los animales, y en los humanos
se le asocia a la enfermedad renal cronica
(Yang et al., 2015).

Los mataderos pueden ser fuentes pri-
marias de datos para la vigilancia de enfer-
medades (Azizi et al., 2014; FAO, 2014;
Thrusfield et al., 2018). Elmonir y Ramadan
(2016) consideran los resultados de la ins-

peccidn veterinaria de animales en el mata-
dero como una herramienta de gran impacto
en la deteccion de infecciones zoondticas.
Asimismo, en paises en desarrollo se le utili-
za para minimizar el riesgo de las zoonosis
desatendidas, como es el caso de la
leptospiroris del bovino (EFSA, 2011).

Uno de los hallazgos de importancia que
se reporta en la inspeccion post mortem del
ganado bovino es la presencia de rifiones con
nefritis intersticial focal (NI), caracterizada
macroscopicamente por focos dispersos de
color blanco grisaceo, conocidos por «Riflo-
nes con Manchas Blancas» (RMB) (Yener y
Keles, 2001; Azizi et al., 2014), que, si bien
no es especifica de leptospirosis, se le asocia
a infecciones por bacterias del género
Leptospira (Amatredjo et al., 1976). Estu-
dios posteriores determinaron que la presen-
cia de RMB al sacrificio puede ser un indica-
dor de exposicion a Leptospira spp (Dorjee
et al.,2009) y confirman la asociacion entre
la deteccion de Leptospira spp y la presen-
cia de RMB en los bovinos sacrificados (Azizi
et al., 2012). Ante esto, el objetivo del pre-
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sente estudio fue determinar la posible rela-
cion entre la presencia de RMB y la
seroprevalencia de Leptospira spp en bovi-
nos sacrificados en la provincia Manabi,
Ecuador.

MATERIALES Y METODOS

Diseiio del Estudio

Se realiz6 un estudio transversal en el
periodo comprendido entre septiembre de
2017 y febrero de 2018, mediante el cual se
trabajaron 320 bovinos sacrificados en el
matadero del canton Manta, Ecuador. Se to-
maron muestras de sangre a los animales para
detectar la presencia de anticuerpos contra
agentes del género Leptospira; asimismo, se
practicd una evaluacion anatomopatologica
macro y microscopica para detectar la pre-
sencia de lesiones renales relacionadas con
la presencia de leptospirosis (Luna, 1968).

Tamaiio de Muestra

El nimero de muestras a tomar para
este tipo de estudio se determind por la for-
mula propuesta por Lwanga y Lemeshow
(1991): n = Z**p*(l - p)/d°, donde Z=1.96
(nivel de confianza 95 %), p=0.15 (propor-
cion de la poblacion prevista como afecta-
da), 1-p=0.85, d=0.04 (precision absoluta a
ambos lados de la proporcion), resultando en
una minima de 306 muestras.

Muestras de Sangre

Se colectaron muestras de sangre de los
bovinos (5 ml), sin anticoagulante, de la vena
yugular o de la arteria caudal. Se utilizaron
tubos con vacio y agujas descartables. En
todos los casos, los dueiios de los animales fir-
maron el acta de consentimiento informado.

Las muestras se mantuvieron a una tem-
peratura aproximada de 20 °C y tras la for-
macion del coagulo se procedio a la extrac-
cion del suero por centrifugacion a 1500 g
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durante 10 min. El suero se distribuyd en
alicuotas de 0.5 ml y se congelo a -20 °C hasta
el momento de ser procesado (Mejia Martinez
y Lemus Flores, 2012).

Diagnéstico Seroldgico

Las muestras se analizaron en los La-
boratorios de la Direccion de Diagnostico
Animal de la Agencia Ecuatoriana para la
Calidad del Agro (AGROCALIDAD) de
Tumbaco, utilizando la técnica de la aglutina-
cion microscopica (MAT). Se consideraron
positivos los titulos >1:100. Todos los sueros
se analizaron para comprobar la presencia
de titulos de anticuerpos para los ocho
serovares de Leptospira interrogans de
mayor circulacion en el pais: Canicola, Hardjo,
Pomona, Icterohaemorrhagiae, Grippotyp-
hosa, Wolffi, Bratislava y Copenhageni, con-
forme a lo recomendado por la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2014).

Diagnostico Patolégico

Para el analisis de las alteraciones
macroscopicas renales se tomaron en cuen-
ta los criterios de Zachary (2016) y Tucun-
duva de Faria et al. (2007), quienes han es-
tablecido una asociacion directa entre la pre-
sencia de varios serovares de Leptospira y
la aparicion de nefritis intersticial focal o di-
fusa, con o sin afectacion tubular (NI) en di-
ferentes especies animales, y cuya manifes-
tacion macroscopica es el conocido Rifion con
Manchas Blancas (RMB). En el presente
estudio se considerd esta lesion como espe-
cifica de la enfermedad para establecer una
diferenciacion con el resto de las alteracio-
nes que comunmente son encontradas en la
inspeccion de rifiones en el matadero (quis-
tes renales, reacciones o cambios circulato-
rios como hiperemia, congestion o focos
hemorrédgicos y procesos degenerativos o
infiltrativos como lipidosis).

Para comprobar la presencia de NI des-
de el punto de vista histologico, se tomaron
muestras de todos los rifiones con presencia
de RMB. Las muestras fueron fijadas en una
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Cuadro 1. Seroprevalencia y niveles de anticuerpos en ocho serovares de Leptispora

en 320 muestras de sangre obtenidos en bovinos en el matadero del canton
Manta, Ecuador

Ict P Ca H Grip W B Co
X‘;iftvr:: 78 93 40 49 51 45 69 17
Seroprevalencia 24.38® 29.06* 12.50°¢ 15.31% 15.94% 14.06*> 21.56® 5.31¢
100 39 32 14 21 34 37 39 13
200 18 19 8 15 6 4 16 2
400 13 14 6 5 7 3 9 2
800 6 14 7 6 1 1 1 0
1600 2 12 2 2 3 0 2 0
3200 0 1 1 0 0 0 2 0
6400 0 1 2 0 0 0 0 0

Letras desiguales por filas difieren significativamente (p<0.0001)
Ict= Icterohaemorragiae, P=Pomona, Ca=Canicola, H=Hardjo, Grip=Grippotyphosa,
W=Wolffi, B=Bratislava, Co=Copenhageni

Cuadro 2. Asociacion entre la positividad a Leptospira spp y la presencia de lesiones
renales de tipo “Rifiones con Manchas Blancas” (RMB) en 320 bovinos
sacrificados en el matadero del canton Manta, Ecuador

Con lesiones Sin lesiones

Toral (RMB) especificas Total
Positivos 56 107 163
Negativos 2 155 157

Significancia 0.00001

OR 40.56

IC 95% 9.68 - 169.79

solucion de formol neutro tamponado a 10%, Analisis Estadistico

y procesadas por la técnica clésica de inclu-
sion y corte en bloques de parafina. Los cor-
tes de tejido se colorearon con la técnica con-
vencional de Hematoxilina y Eosina (Luna,
1968).

Se determino la seroprevalencia de bac-
terias del género Leptospira. Se identifica-
ron los principales serovares presentes y los
titulos de anticuerpos por cada uno de ellos.
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Figura 1. Clasico rifion con manchas blan-
cas. Las flechas indican necrosis focal en la
corteza renal.

Asimismo, se determino la seroprevalencia y
la presencia de lesiones en los animales por
cantén de procedencia.

Se realiz6 un analisis de riesgo para de-
terminar la asociacion entre presencia de ti-
tulos de anticuerpos contra Leptospira spp y
la presencia de lesiones renales especificas
seglin sexo de los animales y el canton de
procedencia. En todos los casos se utilizo el
paquete estadistico en linea VassarStats.net.

La asociacion entre la presencia de le-
siones en los rifiones y los serovares de
Leptospira spp se evaludé mediante regre-
sion logistica. Se realizaron analisis univariados
entre la variable dependiente (lesiones rena-
les) y las variables independientes (seroposi-
tividad a cada serovar) y se incluyeron en el
analisis multivariado aquellos con valor de
p<0.2. La colinealidad entre las variables in-
dependientes incluidas en el modelo se eva-
luo a través del calculo del Factor de infla-
cion de la varianza (en inglés, Variance
inflation factor - VIF) el cual resultd entre
1.11y 2.11. El analisis fue realizado median-
te el software SPSS v.25.

RESULTADOS

La seroprevalencia fue de 50.9% (IC,,
45-56%). En el Cuadro 1 se presentan los-
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resultados por serovar, comprobandose que
los mayores valores se presentan para
Pomona, Icterohaemorragiae y Bratislava
(p<0.001).

En el estudio anatomopatologico
macroscopico se comprobo la presencia de
RMB en 58 de los 320 animales estudiados,
lo que representa 18.13% de prevalencia
(IC,,,, 14.3-52.7%). En los RMB se obser-
varon lesiones focales, multifocales y difusas
que afectaban el parénquima renal, en la
mayoria de los casos de forma bilateral (Fi-
gura 1).

Las alteraciones histopatoldgicas con NI
se caracterizaron por la presencia de reac-
cion inflamatoria, primordialmente de carac-
ter cronico, afectando focalmente el tejido
intersticial, pero con distribucion fundamen-
talmente perivascular (Figura 2). La distribu-
cion del cuadro histopatologico no fue homo-
génea, presentandose en ocasiones, lesiones
focales o difusas. También se observo la pre-
sencia de alteraciones de la pared de los
tubulos renales (nefrosis), instaurandose un
cuadro conocido como nefritis tibuloin-
tersticial (Figura 2).

Los resultados del estudio de riesgo se
muestran en el Cuadro 2. Se comprueba la
relacion entre la positividad a Leptospira spp
y la presencia de lesiones renales especifi-
cas de la enfermedad, mostrando que los ani-
males seropositivos tienen 40 veces mas pro-
babilidad de presentar las mismas lesiones
que los animales negativos.

En el Cuadro 3 se puede apreciar la
asociacion entre la positividad a ocho
serovares de Leptopira spp estudiadas y la
presencia de lesiones renales de tipo RMB,
comprobandose asociacion significativa con
los serovares Icterohaemorragiae, Canicola,
Hardjo y Wolffi. Por otra parte, no se encon-
tr6 asociacion significativa entre la presencia
de lesiones RMB con el sexo de los animales
ni con el cantdn de procedencia.
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Figura 2. Cuadro de nefritis intersticial en rifion de bovino. (a) Reaccion inflamatoria perivascular.
(b) Alteraciones de la pared de los tubulos renales (nefrosis). H-E, 100X

DiscusioN

El monitoreo de Leptospira spp es
muy importante debido a su potencial
zoonotico y los problemas de salud que pue-
den derivarse de la infeccion en los animales
y en el hombre (Oliveira Filho et al., 2012).
En muchas ocasiones, la infeccion por bac-
terias del género Leptospira se presenta de
forma subclinica y se detecta por la presen-
cia de anticuerpos o por las lesiones de nefritis
intersticial focal en la inspeccion de los ani-
males al sacrificio (Bolin, 2005).

En el estudio realizado se demostr6 una
elevada seroprevalencia de la enfermedad en
los animales sacrificados; resultados que co-
inciden con los reportados por otros autores
para Ecuador (Macias, 2003; Roman-Carde-
nas y Chavez-Valdivieso, 2016) y otros pai-
ses (Ensuncho-Hoyos et al., 2017; Pulido-
Medellin ez al.,2017).

Se comprob6 que 18.13% de los ani-
males sacrificados presentaban RMB, resul-
tado que corrobora lo que sefalan otros au-
tores sobre la existencia de un riesgo adicio-
nal, que muchos de los animales llevados al
matadero para ser sacrificados puedan alber-
gar infecciones cronicas o subclinicas que rara
vez se detectan durante un examen de rutina
ante mortem (Swai y Schoonman, 2012).

Se demostrd que existe asociacion en-
tre la seropositividad de los animales y la pre-
sencia de RMB en la inspeccion al sacrificio,
resultado que coincide con lo planteado en
otros trabajos que sefalan que algunos ani-
males pueden permanecer por periodos pro-
longados como portadores de Leptospira, lo
cual se asocia a la enfermedad renal cronica
(Bolin, 2005). Dorjee (2009) demostraron en
ovinos que la presencia de lesiones caracte-
rizadas por manchas blancas en los rifiones
tiene 5.2 veces mas probabilidad de ser
seropositivos a Leptospira spp que aquellos
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Cuadro 3. Analisis univariado y multivariado de la asociacion entre los serovares de
Leptospira spp y la presencia de lesiones renales de tipo “Rifiones con
Manchas Blancas” (RMB) en 320 bovinos sacrificados en el matadero del

canton Manta, Ecuador

Lesiones OR OR
Serovar Categoria _ RMB  No ajustado  P-valor Ajustado P-valor
Si No (IC95 %) (IC95 %)
Ictero- Si 42 36 16.48 <0.0001 7.9 0.000
haemorrhagiae No 16 226 (8.4-32.4) (3.3-18.9)
Pomona Si 39 54 7.90 <0.0001 - -
No 19 208 (4.2-14.8)
Canicola Si 19 21 5.59 <0.0001 9.1 0.001
No 39 241 (2.8-11.3) (3.4-24.1)
Hardjo Si 28 21 10.7 <0.0001 5.8 0.004
No 30 241 (5.4-21.2) (2.0-12.4)
Grippotyphosa Si 23 28 5.5 <0.0001 - -
No 35 234 (2.8-10.6)
Wolffi Si 29 16 15.4 <0.0001 4.7 0.030
No 29 246 (7.5-31.6) (2.0-11.1)
Bratislava Si 31 38 6.8 <0.0001 - -
No 27 224  (3.6-12.6)
Copenhagen Si 10 7 7.6 <0.0001 - -
No 48 255 (2.8-20.9)

que no las presentaban. Asimismo, Ayanegui
Acérreca (2006) demostraron en ciervos en
Nueva Zelanda que las infecciones con titu-
los elevados con el serovar Pomona estan
asociados con una mayor frecuencia y seve-
ridad a lesiones renales.

La nefritis intersticial representa un
amplio y diverso grupo de desordenes carac-
terizados, primeramente, por fibrosis inters-
ticial con infiltracion de células mononucleares
y atrofia tubular, que se pueden asociar a di-
ferentes procesos de enfermedad; sin em-
bargo, en condiciones experimentales y na-
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turales se ha establecido la nefritis tubuloin-
tersticial linfoplasmocitaria como la lesién mas
comun asociada con infeccion cronica por
leptospirosis (Tucunduva de Faria et al., 2007,
Zachary, 2016).

En el analisis de los serovares se com-
probd que esta asociacion solo se presenta
con Icterohaemorragiae, Canicola, Hardjo y
Woffi, lo que confirma la importancia de los
resultados para la region estudiada, ya que
los tres primeros mas Pomona son los que
afectan mas frecuentemente el bovino (da
Silva et al., 2005).
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Los datos obtenidos en el matadero pro-
veen de informacion geoespacial para los sis-
temas de vigilancia animal (Thomas-Bachli
et al., 2012). En los esquemas de salud, los
resultados de las inspecciones del matadero
proporcionan retroalimentacion a los produc-
tores y a los veterinarios de la situacion sani-
taria de sus rebaiios, lo que les ayuda a au-
mentar la conciencia sobre la aparicion de
determinadas enfermedades (Sanchez-
Vazquez et al., 2011).

CONCLUSIONES

e Los bovinos seropositivos a Leptospira
spp tienen 40.56 veces mas probabilidad
de presentar lesiones renales, conocidas
como Rifién con Manchas Blancas, que
los animales seronegativos.

e  Esta relacion se presenta, fundamental-
mente, en los animales afectados por los
serovares Icterohaemorrhagiae, Cani-
cola, Hardjo y Wolffi.

e Se encontré una seroprevalencia de
50.9% a Leptospira spp en los anima-
les sacrificados en Manabi, Ecuador,
mayormente para los serovares Pomona,
Icterohaemorragiae y Bratislava.
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