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1. Resumen.

La leptospirosis una enfermedad zoonética presente en paises con clima calido y humedo idéneo para
la supervivencia de la bacteria causal Leptospira spp, esta enfermedad es asociada con practicas
laborales y recreativas: agricultores, mineros, veterinarios, deportistas acuaticos en las que se tiene una
exposicion a aguas contaminadas con el microorganismo. En México es poca la informacion generada
en los ultimos diez afos; asi como los reservorios comunes (ademas de roedores) que pueden ser
factor de riesgo para otras especies animales con las que interactuan. Este trabajo permite obtener
informacion sobre la zariglieya (Didelphis marsupialis) la cual habita en el bosque perimetral de un
zooldgico de la Ciudad de México y sobre la seroprevalencia de Leptospira spp a través de una prueba
de laboratorio altamente sensible y confiable. Para determinar la presencia de anticuerpos contra
Leptospira spp en suero de zariglieya (Didelphis marsupialis) las muestras de suero de 40 zarigieyas
capturadas en el perimetro del zooldgico fueron desafiadas a 9 serovariedades de Leptospira spp
mediante la Prueba de Aglutinacion Microscopica (MAT). Los resultados obtenidos fueron 15 sueros
positivos a Leptospira hardjo del total de muestras procesadas. La prevalencia corresponde a 37.5% de
muestras positivas y los 25 restantes al 62.5% de sueros negativos a todas las serovariedades. La
seroprevalencia en este estudio y la falta de seguimiento a los animales muestreados sugieren la
realizacion de un nuevo estudio y seguimiento a los animales que permanecen en el perimetro del

zooldgico.



2. Introduccion.

2.1 Antecedentes y epidemiologia.

La leptospirosis es una zoonosis presente en paises con clima céalido y hiimedo en alguna época del afio,
con una mayor incidencia en regiones tropicales y que ahora se ha identificado como una de las
enfermedades infecciosas reemergentes (Levett, 2001; Vijayachari, 2008). Esta bacteria ha sido
encontrada en todas las especies mamiferas que han sido estudiadas en los 5 continentes, exceptuando la
Antartida (Adler, et al. 2011). Se ha identificado como su reservorio principal los roedores, especialmente
las ratas excretando la bacteria en su orina. En los seres humanos la enfermedad puede provocar
insuficiencia renal e incluso la muerte en el 5 al 20% de los casos. Se han reportado mas de 1 millon de
casos graves de leptospirosis al afio en todo el mundo con una tasa de letalidad superior al 10% (Institute
Pasteur, 2013).

Esta enfermedad se asocia con practicas laborales: agricultores, mineros, veterinarios y en varios paises
los casos estudiados se relacionan con précticas recreativas (deportistas acuaticos principalmente) en las
que se tiene una exposicion a aguas contaminadas con el microorganismo (Céspedes, 2002). Los factores
ambientales, sociales y econdmicos también son determinantes en la presentacion de casos y brotes
epidémicos, estos ultimos son mas frecuentes durante desastres naturales como inundaciones y periodos
de lluvias intensas. La urbanizacion descontrolada con deficiente saneamiento ambiental, presencia de
basura y proliferacion de roedores, constituyen el ambiente ideal para la aparicion de casos. Si a lo
anterior se suma la presencia de animales de produccidon y domésticos sin control sanitario, se tiene un
escenario propicio para un grave problema de salud publica (Moral, 2014). Asi mismo el fenémeno de
globalizacién, los cambios climaticos y las migraciones de animales y personas hacia nuevas zonas
propician que la leptospirosis sea considerada en la actualidad como un problema latente para cualquier

poblacion ( Bharti, et al; 2003).



2.2 Leptospira spp.

Fue aislada en 1915 en Japdn e identificada como el agente causal del sindrome de Weil. El japonés
Hideyo Noguchi aislé varias cepas de Leptospira en los anos 1917 y 1918 en Japén, Bélgica y Estados
Unidos y su denominacion se basa en sus caracteristicas y morfologia (Inada, et al., 1916).
El agente etioldgico de leptospirosis esta clasificado taxondémicamente como:
*Dominio Bacteria,
-Reino Eubacteria,
-Phylum Spirochaetes,
-clase Spirochaetes,
-orden Spirochaetales,
-familia Leptospiraceae,
-género Leptospira

-especies L. interrogans, L. biflexa.

El género comprende 22 especies agrupadas en tres categorias: las especies patdgenas, intermedias y
saprofitas. Actualmente, existen mas de 250 serovariedades patdgenas (Pereira, et al; 2014). El género
Leptospira, del griego leptos (delgado) y del latin spira (espiral), son descritas como bacterias moviles
parecidas a sacacorchos ¢ forma de espiral (espiroquetas) y con forma de gancho ¢ signo de interrogacion
(interrogans), tienen una longitud de 6-20 um y un didmetro de 0,1um (Faine, et al, 1994) y pueden pasar
a través de filtros de 0 a 45 um (Charon y Goldstein, 2002). Para la visualizacion directa de las
leptospiras, se requiere microscopia de campo oscuro o contraste de fase de preparaciones huimedas. En
microscopio electronico se observa un cuerpo celular cilindrico enrollado helicoidalmente alrededor de un
axostilo (0.01 - 0.02 um de didmetro), que comprende dos filamentos axiales insertados en los extremos
del cuerpo y sus extremos libres dirigidos hacia el centro de la célula (Hovind, 1976) (Figura 1). Se cree
que el filamento axial es un elemento citoesquelético que permite el movimiento, fijdndose a la superficie
interna de la membrana y contrayéndose periddicamente provocando la rotacion de la espiral y el
movimiento. (Charon, 2002). Por lo anterior se describen como bacterias mdviles, aerobias obligadas

(Haake, 2000).



Figura 1. Micrografia de Leptospira biflexa serovariedad
andama al microscopio de barrido 8000x. Macedo, 2005.

Este organismo sobrevive en asociacion con animales y el humano, en climas templados, ambientes
hiimedos y con pH neutro o ligeramente alcalino como la orina. Las leptospiras patdgenas no se
reproducen fuera del hospedador y son rapidamente inactivadas cuando son expuestas a calor excesivo,
radiacion ultravioleta, desinfectantes y temperaturas de congelacion. Sin embargo, si las condiciones son
Optimas, pueden sobrevivir en agua y en suelo himedo en periodos que van desde semanas a meses

(Faine, et al, 1999, Adler, 2010).

2.3 Cultivo in vitro.

Las caracteristicas fisicas para que Leptospira se desarrolle en cultivo in vitro son: crecer a una
temperatura entre 28-30°C y en un medio con pH entre 7.2 a 7.6, los requerimientos para su crecimiento
son: vitaminas, cadenas largas de acidos grasos y sales de amonio. Por lo anterior el medio liquido de
cultivo més usado es EMJH (Ellinghausen, et al, 1965) (Faine, et al, 1999) ademas puede contener 1% de
albumina de suero bovino y Tween 80 (fuente de acidos grasos de cadena larga) (Ellinghausen, 1965;
Ellinghausen, et al, 1965; Johnson 1967).

Otros medios artificiales Optimos para su cultivo contienen un 10% suero de conejo (Ellis, 1976) 6 1% de
albumina de suero bovino mas acidos grasos de cadena larga con pH 6.8-7.4. Los acidos grasos de cadena
larga (>C15) constituyen la fuente de energia de carbono y como fuente de lipidos celulares debido a que
las leptospiras no pueden sintetizarlos. Las leptospiras son catalasa y oxidasa positivas. Los cultivos se
deben verificar para detectar la presencia de bacterias contaminantes después de 3-4 dias de realizar la

siembra y los subcultivos de 7-21 dias después, aunque las leptospiras pueden sobrevivir en cultivo



liquido sin modificar sus constantes fisicas durante meses o hasta afios (Faine,1999; VP/OPS/OMS,
2008). Su crecimiento es relativamente lento con un tiempo de duplicacion celular de 6 a 8 horas. Los
medios liquidos se consideran esenciales para el aislamiento de leptospiras y para cultivos que van a ser
usados como antigenos en pruebas de aglutinacion. El piruvato ayuda al crecimiento de leptospiras de
dificil desarrollo. Las leptospiras no usan fuentes externas de bases de pirimidina para incorporarlas
dentro de su ADN o ARN por este motivo, son resistentes a la actividad antibacteriana del 5-fluoracil
andlogo de la pirimidina. En consecuencia, este compuesto es usado en medios selectivos para aislar las
leptospiras a partir de fuentes contaminadas (VP/OPS/OMS, 2008). Los medios se hacen selectivos
mediante la adicion de varios antibidticos, siendo los méas comunes el 5-fluorouracilo y el sulfato de

neomicina, aunque se han utilizado la polimixina B, la rifampicina y la vancomicina. (Ellis, 1976).

El desarrollo de las leptospiras en medio liquido se evidencia por la turbidez, ya que algunas veces se
forma una apariencia granular en el fondo de los tubos en los cuales estan creciendo; ambos pueden verse
a simple vista pero debe confirmarse por la observacion en el microscopio (VP/OPS/OMS, 2008).

La apariencia y motilidad de las leptospiras varia con la naturaleza del medio en el que se cultivan. Se
consideran tres tipos de movimiento: rotacion alrededor de un eje central, movimiento progresivo en la
direccion del extremo recto y movimiento circular. En los medios semi-sélidos, el movimiento es
mediante flexion. Las leptospiras recién aisladas se observan mas cortas en el cultivo inicial con una

motilidad helicoidal (Ellis, 1983).

2.4 Clasificacion serolégica de Leptospira ssp.

Esta clasificacion se basa en diferencias seroldgicas en su lipopolisacarido (LPS), siendo la serovariedad
el taxon basico (Carmona, et all, 2011). El genoma leptospiral consta de dos cromosomas circulares
(Boursaux, 1998) y toda su secuencia fue restablecida recientemente (Ren, 2003). El genoma es grande en
comparacion con los genomas de otras espiroquetas como Treponema spp 'y Borrelia spp (Fraser, 1997;
Fraser, 1998), lo que indica la capacidad de Leptospira spp para vivir en diversos entornos: hospederos
principales y en el medio ambiente de manera libre. Se sabe poco sobre el intercambio genético entre
leptospiras aunque se ha sugerido una transferencia lateral. Se contintian desarrollando herramientas para
la manipulacion genética de leptospiras para estudios de patogénesis, factores de virulencia y estudios

bioldgicos celulares basicos del organismo (Saint, 2000).



La clasificacion mas antigua en la que se utilizan antisueros para establecer relacion antigénica entre
aislamientos, asi la unidad sistematica basica en la clasificacion seroldgica, se encuentra representada por
una cepa de referencia (Dikken, 1978). En la literatura, las serovariedades a veces se denominan
serotipos, pero el término serovariedad se utilizard a lo largo de este trabajo siguiendo nomenclatura
seroldgica actualmente recomendada (Ahmed, 2012). Para la clasificacion genética las serovariedades que
estdn relacionadas antigénicamente se ordenan en serogrupos. Por otro lado las serovariedades y los
serogrupos no son indicativos de la relacion taxonomica entre cepas ya que una serovariedad (definida
por anticuerpos dirigidos contra su antigeno lipopolisacarido) puede pertenecer a mas de una especie y
miembros del mismo grupo genético no pertenecen necesariamente al mismo serogrupo (Dikken, 1978).
Asi muchas serovariedades son representadas por una sola cepa de referencia y a medida que se estudian
mas cepas, es probable que aumente el numero de especies (Levett, 2001).

El género esta dividido en 22 especies, el 70% estan relacionadas con el ADN y contienen como maximo
5% de bases no emparejadas (divergencia). Estas especies se clasifican seroldgicamente y por
patogenicidad en 3 grupos: las cepas leptospirales patogenas (conocidas o sospechosas) agrupadas dentro
de la especie “interrogans" mas tarde, Leptospira interrogans sensu lato (L. icterohaemorrhagiae, L.
kirschneri, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchii, L. weilii, L. alexanderi, L. borgpetersenii y L.
pomona, L. canicola, L. tarassovi, L. bratislava, L. hardjo, L. grippotyphosa, L. pyrogenes, etc.); las
cepas saprofitas agrupadas en la especie "biflexa" posteriormente, Leptospira biflexa sensu lato (L.
biflexa, L. wolbachii, L. meyeri, L. vanthielii, L. terpstrae, L. yanagawae y L. idonii) y las cepas
denominadas intermedias (L. inadai, L. broomii, L. fainei, L. wolffii y L. licerasiae) (Torres, 2016). Siendo
mas de 60 serovariedades de L. biflexa y 250 serovariedades agrupadas en 24 serogrupos de L.
interrogans, patogenas descritas (Levett, 2001; Pereira, 2014). La clasificacion o caracterizacion
serologica es de importancia diagnostica y epidemioldgica. Las serovariedades que circulan localmente
estan asociadas con animales que actiian como reservorios de la enfermedad, esta informacion representa
una importante contribucion al desarrollo de medidas de prevencion y control debido a que se observa en
los animales una protecciéon inmunoldgica ya sea por infeccion natural o por vacunacion, por lo que el
diagnostico debe ser realizado con cepas especificas y requiere se conozcan las serovariedades que
circulan localmente. Por lo anterior, la prueba de aglutinacion microscopica* por sus siglas en inglés
MAT (Microscopy Aglutination Test), funciona de manera Optima cuando se realiza con un cultivo de

cepas reflejando serovariedades que circulan localmente.

*Esta prueba se describe ampliamente en la seccién 6 en Metodologia.



2.5 Zoonosis y transmision.

La leptospirosis es un fendmeno mundial, pero los datos confiables sobre su incidencia y prevalencia en
diferentes areas son escasos. Debido a las manifestaciones clinicas comunes a muchas enfermedades y
que también se presentan en la leptospirosis, hace que la enfermedad sea pasada por alto y sub-notificada
en muchas partes del mundo, por lo tanto el diagnostico debe ser confirmado por pruebas de laboratorio.
La infeccion en el humano se debe principalmente a la exposicion directa o indirecta de orina de animales
y personas infectadas, entrando la bacteria a su hospedero a través de mucosas intactas (nariz, boca, 0jos,
ano y genitales) y heridas en la piel (Hochedez, ef al; 2011) y por manipulacion inadecuada de tejidos de
animales infectados y consumo de alimentos o agua con presencia de Leptospira spp.

Se sospecha de leptospirosis en pacientes que presenten sintomas como fiebre, dolor de cabeza severo,
postracion, dolor muscular y conjuntivitis o pacientes presentando signos de meningitis aséptica,
sindrome de dificultad respiratoria en adultos y con hemorragia pulmonar, falla renal o ictericia. Se debe
obtener informacion del paciente sobre edad, sexo, ocupacion y datos de exposicion al agente infeccioso

(lugar, fecha, condiciones del contacto con animales o contacto con ambientes contaminados).

Como ya se menciono, la infeccion humana resulta del contacto accidental con animales portadores o con
un ambiente contaminado con leptospiras. La fuente primaria de diseminacion es el animal excretor de
leptospiras, de cuyos tubulos renales se excretan las bacterias al medio ambiente a través de la orina del
animal. La mayoria de las infecciones por Leptospira spp son subclinicas o resultan en una enfermedad
muy leve y se recuperan sin complicaciones. Sin embargo, una proporciéon pequeia desarrolla
complicaciones debido a la falla en 6rganos de diferentes sistemas. En estos pacientes, la presentacion
clinica depende de los o6rganos predominantes implicados y la relacion de letalidad es aproximadamente
del 40% o mas. La enfermedad en el hombre se presenta como febril con ictericia, esplenomegalia y
nefritis (sindrome conocido como enfermedad de Weil) dando el nombre a la referencia de una forma
severa de leptospirosis, aunque en la actualidad es preferible referirse a todas las infecciones por
leptospiras como: leptospirosis, independientemente de los sintomas y signos clinicos (WHO, 2003).

Otros sindromes y/o sinonimias relacionados a los nombres por los que es identificada son: enfermedad
febril aguda con dolor muscular severo, enfermedad febril con hemorragias pulmonares en forma de
hemonptisis, ictericia con hemorragias pulmonares, ictericia con hematuria, meningitis con hemorragias
incluyendo hemorragia subconjuntival 6 enfermedad febril con arritmias cardiacas con o sin hemorragias
son algunos de los sindromes. Debido a las manifestaciones 6 signos clinicos no caracteristicos de la

leptospirosis, a menudo se diagnostica y/o reporta erroneamente. 7



Una comprension amplia de las caracteristicas eco-epidemioldgicas y culturales de una comunidad que se
enfrenta al problema de la leptospirosis es un requisito previo esencial para desarrollar una medida de
control eficaz y aceptable. Aunque los principios basicos de la prevencion, como la reduccion de las
fuentes de infeccion, el saneamiento ambiental, las practicas laborales y personales mas higiénicas, son
parecidas en todas partes, no existe un método de control universal aplicable a todos los ambitos

epidemiologicos (Vijayachari, 2008).

Todos las especies patogenas de Leptospira lesionan la pared de vasos sanguineos dando lugar a vasculitis
con salida de elementos celulares y otros elementos intravasculares, incluyendo eritrocitos. La vasculitis
es la responsable de las manifestaciones mds importantes de la enfermedad. Las leptospiras afectan
principalmente en rifiones e higado, pero pueden causar lesion en cualquier 6rgano.

Las propiedades patogenas que podrian explicar las diferencias entre las infecciones leves, autolimitadas
y las infecciones mas severas en el ser humano son los siguientes: la adhesion a las superficies celulares y
la toxicidad celular. Cuando se forman anticuerpos las leptospiras se eliminan de todos los organos del
hospedador excepto del ojo, los tibulos proximales renales y probablemente del cerebro, donde pueden
persistir de semanas hasta meses. La persistencia de las leptospiras en el humor acuoso da lugar a uveitis
crénica o recidivante. La respuesta inmunitaria generalizada ayuda a eliminar el microorganismo, pero
también puede ocasionar una reaccion inflamatoria sintomatica. El incremento del titulo de anticuerpos
coincide con la aparicion de meningitis; esta relacion sugiere un posible mecanismo inmunitario
(Harrison, 2015). La respuesta inmune humoral de los seres humanos esta dirigida contra los epitopes de
la cadena lateral del LPS de la envoltura externa; los antigenos de LPS desencadenan la produccion de
anticuerpos de tipo IgM e IgG los cuales se unen de una manera especifica con los epitopes, o reaccionan
de manera cruzada con la serovariedad (es) causando infeccion. Después de la opsonizacion y la
fagocitosis, las espiroquetas se eliminan de la circulacion por el sistema reticuloendotelial; la rapidez de
la depuracion de las leptospiras tiene importancia prondstica (Sanchez, 2011). Deteccion de leptospira
patdgena en orina de pacientes cronicos y perros mediante per en el valle del cauca (Campos, 2014).
Para el diagnostico diferencial se debe distinguir de otras enfermedades febriles que conllevan cefalalgia
y mialgias como el paludismo, la fiebre entérica, la hepatitis virica, el dengue, las infecciones por
Hantavirus y las enfermedades causadas por rickettsias.

Existe controversia sobre la eficacia del tratamiento antimicrobiano en la leptospirosis leve y febril, no
obstante el tratamiento esta indicado en las formas mas graves. En la leptospirosis grave se recomienda la
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administracion de bencilpenicilina, amoxicilina, ampicilina o eritromicina por via intravenosa. En los
casos mas leves ha de considerarse el tratamiento con tetraciclina, doxiciclina, ampicilina o amoxicilina
por via oral. Los enfermos con leptospirosis grave e insuficiencia renal precisan a veces dialisis. Aquellos
con sindrome de Weil requiere transfusiones de sangre entera, de plaquetas o de ambos tipos (Harrison,

2015).

2.6 Reservorios o vectores animales.

Las leptospiras patdogenas son susceptibles a factores ambientales como la falta de humedad aunque
logran sobrevivir durante largos periodos en agua y suelo humedo. Dentro de su huésped animal habitan
en los tabulos renales siendo expulsadas en la orina al medio ambiente. El ciclo de transmision de la
leptospirosis involucra a los huéspedes de mantenimiento, los hospedadores portadores, hospederos
accidentales y el medio ambiente (Waitkins, 1987). Leptospira se adaptd a hospedadores reservorios
primarios, los cuales comunmente son animales salvajes. Las mismas especies de Leptospira también se
presentan en casi cualquier otro hospedador mamifero como hospedadores reservorio incidentales y
accidentales, como el humano (Garcia, 2015). Casi todas las especies conocidas de roedores, marsupiales
y mamiferos pueden ser portadoras y excretoras de leptospiras (Faine, 1999). En este contexto, las

siguientes especies son considerados las mas importantes:

1. Mamiferos pequefios: roedores silvestres y peridomésticos (ratas, ratones, roedores de campo, etc)
e insectivoros (musarafias y puercoespines).

2. Animales domésticos (vacas, cerdos, perros, raramente ovejas, cabras, caballos y bufalos).

3. Animales criados en cautiverio para produccion de piel (zorro plateado, visén y nutria) son
potencialmente fuentes de leptospirosis humana.

4. Los reptiles y anfibios pueden también portar leptospiras.

Como se muestra en la Tabla 1, algunas serovariedades de Leptospira spp tienen hospederos predilectos,
pero una especie animal puede ser hospedera de una o mas serovariedades. Algunos de los reservorios u
hospederos estudiados comunes son: la rata (L. icterohemorrhagiae), el cerdo (L. pomona), el ganado

bovino (L. hardjo), algunos carnivoros (L. canicola) y especies silvestres o marinas como el lobo marino (L.

interrogans) (Serrano, 2012).


http://vega.pdf/

Tabla 1. Hospedero-reservorio comunes de serovariedades leptospirales.

Hospedero- reservorio

Serovariedad (es)

armadillo borgpetersenii
caballo bratislava
cerdo pomona, tarassovi, bratislava

ganado bovino

hardjo, pomona,

gato Canicola, icterohaemorrhagiae

marsupiales grippotyphosa

mapache grippotyphosa, icterohaemorrhagiae,
copenhageni

murcié¢lago cynopteri, wolffi

oveja hardjo

perro canicola

ratas bataviae, copenhageni,
icterohaemorragiae

raton arborea, australis, bim

Modificada de Bharti, 2003, Méndez, 2013 y Ko, 2009.

La vigilancia de animales silvestres y domésticos también se vuelve necesaria para complementar la
vigilancia en humanos cuando se estan buscando las fuentes de infeccidon, asi mismo provee informacion
de la leptospirosis como un problema de salud publica, logrando ser detectada la seropositividad en casos
muy leves. La deteccion de anticuerpos persistentes por la prueba de MAT debe hacerse usando un panel
de antigenos que sea representativo de las leptospiras que circulan localmente, asi los resultados de la
prueba pueden dar una indicacion de la prevalencia de la leptospirosis en un area determinada. Si las
cepas locales no son totalmente conocidas debe usarse un panel amplio, con cepas representativas de
todos los serogrupos conocidos (VP/OPS/OMS 2008).
Aunque generalmente el niimero de animales infectados sin presentar signos es mayor que aquellos que
desarrollan enfermedad clinica, la mortalidad es variable dependiendo de la dosis infectante y la
susceptibilidad de las especies infectadas (Shotts, 1981).
Los signos clinicos reportados en animales silvestres durante fase aguda o subaguda de la enfermedad,
incluyen: fiebre, vomito, diarrea, anorexia, depresion, hemorragia variable en mucosas, deshidratacion,
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ictericia y falla renal; mientras durante fase cronica incluyen: aborto, baja produccion lactea y muerte
fetal (Luna, et al, 1996; Fowler, 2001; Fowler, 2003). En mamiferos domésticos se producen cuadros
clinicos similares: trastornos oculares, insuficiencia renal y hepatica, baja fertilidad, nacimiento de crias

débiles y aborto (Storck, et al; 2007) (Céspedes, 2002) (Figura 2).
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Figura 2. Leptospirosis, naturaleza bifasica e investigacion dentro de sus diferentes

estados de enfermedad, desde inicio de signologia (Levett, 2001).

2.6.1 Patogenia.

En la patogénesis Leptospira al entrar al organismo se difunde rapidamente y en 48 horas se localiza en
humores y tejidos de organos, en especial: rifion, higado, corazén y musculo esquelético (fase
leptospiremia de la enfermedad). Leptospira es resistente a la actividad fagocitaria de polimorfonucleares
y macrofagos, por lo cual no es destruida. Entre los dias 5 y 7 después de la infeccion, los anticuerpos
especificos generados favorecen la opsonizacion del microorganismo que pasa de sangre a tiibulos renales
donde permanece periodos variables de tiempo (semanas o hasta meses) y es excreta en la orina (fase
inmune o leptospiruria). La respuesta inmune por lo tanto, es la formacion de inmunocomplejos,
liberacion de citoquinas y vasculitis autoinmune. Los signos en pulmoén, corazén, rifion e higado
aparecen en esta fase. Los animales que se recuperan de la fase aguda pueden desarrollar un estado de
portador (asintomaticos) (Céspedes, 2005). Los resultados de investigaciones clinicas realizadas sugieren
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que la gravedad de la leptospirosis pueda relacionarse con la intensidad de la respuesta inmune.

Los factores de virulencia més importantes de Leptospira son:

1. produccion de toxinas con accion citotoxica directa en tejidos y organos.

2. adherencia: en la cual las leptospiras virulentas se adhieren al epitelio renal de células y su
adhesion es aumentada por  concentraciones aglutinantes de anticuerpos homoélogos.

3. proteinas de superficie: la membrana externa de las leptospiras contiene LPS y varias
lipoproteinas o proteinas de la membrana externa (outer membrane proteins OMPs), el LPS
desencadena reacciones inmunoldgicas importantes y es responsable de la especificidad del
serovar. Se ha demostrado una relacion inversa entre la expresion de OMPs transmembrana y la
virulencia

4. mecanismos inmunes, ¢l segundo estadio de leptospirosis aguda esta relacionado con una fase
inmune, en la cual la desaparicion de los microorganismos del torrente sanguineo coincide con la
aparicion de los anticuerpos. Esta reaccion inmune en la enfermedad ha sido propuesta como un

factor que influencia la severidad de los sintomas (Sanchez, 2011).

2.7 Diagnéstico.

Tanto en humanos como en animales el diagndstico puede ser confirmado por aislamiento y cultivo de la
bacteria, por la amplificacion génica (PCR) durante la primera semana después de la aparicion de fiebre
alta o por serologia (deteccion de anticuerpos) a partir de la segunda semana de la enfermedad (Institute
Pasteur, 2013).
El diagnéstico de la enfermedad se basa principalmente en la prueba de MAT, la cual de acuerdo a su
fundamento detecta anticuerpos séricos contra la bacteria. La serovariedad puede ser identificada en
muestras humanas y animales por medio de esta prueba. (Schneider, ef al; 2012). En Sudamérica en 2000-
2002, el diagndstico de la enfermedad se bas6 en el manejo clinico y la confirmacion de laboratorio por
medio de la prueba de MAT. En 2008 y 2009 la vigilancia activa se puso en marcha para detectar casos
utilizando MAT y ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) la cual se realiza como prueba rapida
a nivel local, mejorando la deteccion temprana y el manejo de brotes a nivel de atencion primario. Las
muestras sospechosas a leptospirosis deben ser enviadas al laboratorio para confirmar el diagnostico
utilizando MAT (WHO, 2003). La prueba de ELISA IgM utilizada para diagnosticar leptospirosis en
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muestras humanas principalmente, tiene una sensibilidad del 100% y un 99,6% de especificidad en
comparacion con MAT. Los anticuerpos (género especifico, serovariedad especificos y serogrupo
especificos) reaccionan con antigenos y las pruebas serologicas ponen en contacto el suero del paciente
con estos (VP/OPS/OMS 2008). La prueba de MAT representa una especificidad de serovariedad superior
a las demas técnicas (incluyendo ELISA) y representa la “prueba de oro” en el diagnéstico de la
leptospirosis de acuerdo a la OMS (Ahmed, 2012; WHO, 2003). En algunas pruebas el antigeno consiste
en leptospiras vivas (mas comunmente utilizadas) mientras que en otras se utilizan extractos de
leptospiras (menos comun) como antigenos (VP/OPS/OMS 2008). Para lo anterior se deben mantener
cultivos vivos de todas las serovariedades requeridas para su uso como antigenos. La gama de antigenos
utilizados debe incluir serovariedades representativas de todos los serogrupos y todas las serovariedades
localmente comunes (Levett, 2001). Un inconveniente de la prueba es que los anticuerpos anti-Leptospira
solo se hacen detectables en la fase aguda tardia de la enfermedad. En contraste, la mayoria de los
métodos de deteccion molecular pueden aplicarse en la fase aguda temprana de la enfermedad (Ahmed,
2012) pero sin la especificidad dada por MAT.

Los titulos de anticuerpos en muestras locales, son a menudo mas altos que los titulos de las cepas de
serovariedades del mismo serogrupo usadas en la misma prueba (Levett, 2001).

Otro método de diagnostico para la enfermedad conocido aunque poco sensible y altamente inespecifico
es la observacion en campo oscuro, esta prueba es usada como complementaria a otros diagndsticos
usados (Andre, 2006). Actualmente ademds de la prueba de ELISA, se usan diversas pruebas
inmunoldgicas alternativas para el diagnostico, como la inhibicion de la aglutinacion (IHA),
inmunofluorescencia, inmunohistoquimica y otras como la inoculacién de animales de laboratorio,
histopatologia con tinciones diversas y la deteccion de ADN de la bacteria a partir de muestras clinicas

por la prueba de PCR (Delgado, 2007).

2.8 Interpretacion de MAT.

Para interpretar esta prueba se debe saber que: el titulo, titulo positivo o titulo final es la mayor dilucion
de suero a la que se produce la aglutinacion al 50% esto se determina por la presencia de
aproximadamente 50% de leptospiras libres sin aglutinar en comparacion con la suspension control. El
titulo de anticuerpos detectado en suero dependera de las concentraciones relativas y la fuerza de las
reacciones entre los anticuerpos y los antigenos (Levett, 2001).

La prueba de MAT se lee mediante microscopia de campo oscuro, por lo que se requiere un conocimiento
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previo considerable debido a la variacion del observador, incluso dentro del laboratorio. MAT ha tenido
modificaciones diversas en su metodologia con anterioridad las cuales han conducido al método actual de
la prueba y a pesar de haberse descrito manuales detallados de ésta, sigue considerandose compleja para
controlar, realizar e interpretar. Cuando se manejan muestras de fase aguda, interpretacion puede resultar
complicada debido al alto grado de reaccion cruzada que se produce entre los diferentes serogrupos, lo
cual es en cierta medida predecible y los pacientes a menudo tienen titulos similares a todas los
serovariedades de un serogrupo individual (Levett, 2001). Otro factor de complejidad para la realizacién
de MAT es el cultivo de la bacteria en condiciones de laboratorio (Bharadwaj, 2004), debido al uso de
antigenos vivos principalmente y factores como la edad y densidad del antigeno en el cultivo puede
influir en el titulo de aglutinacion, por lo cual la prueba de MAT no puede ser estandarizada (Borg, 1949;
Carbrey. 1960) . MAT puede ser positiva alrededor del décimo dia después de la aparicion de los signos e
inicialmente un suero puede reaccionar con muchos de los serogrupos antigénicos, como ya se menciono
anteriormente. Eventualmente durante un periodo —que pueden ser varios meses- los anticuerpos para un

serogrupo pueden predominar lo que resulta indicativo de la identidad del serogrupo infectante.

2.9 Zarigueya (Didelphis marsupialis).

Los didelfimorfos (Didelphimorphia), son marsupiales cuya distribucion geografica va desde el sureste de
Canada (Clemens, 1968) hasta América del Sur: Norte de Argentina y Sureste de Brasil y en casi todo el
continente de Australia, encontrandose hasta los 4,000 metros de altitud. (Emmons; 1999). Incluye 92
especies vivas, todas en la familia Didelphidae, y muchas mas ya extintas. La zarigiieya (Didelphis
marsupialis) es un marsupial de talla mediana, de cuerpo robusto con patas cortas, el dedo pulgar de los
miembros posteriores es oponible, con un hocico largo y puntiagudo y orejas redondas, su cola es larga,
desnuda y prensil, de color negro en la base y blanco en la punta; las hembras presentan un marsupio bien
desarrollado el cual se abre en la parte posterior. Su pelaje es muy denso y su color presenta todas las

tonalidades intermedias entre el blanco y el negro (Krause, 2004) (Figura 3).

En México se distribuyen 8 especies de marsupiales, dentro del orden Didelphimorphia, en 7 géneros
(Marmosa, Tlacuatzin, Caluromys, Chironectes, Didelphis, Metachirus y Philander) (Medina, et al;
2012). De ellos, el género Didelphis es uno de los mas ampliamente distribuidos (Sunquist et al; 1987),
con 2 especies: D. virginiana y D. marsupialis (Ringier, 1961; Gardner, 1973; Sunquist, et al; 1987).
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i) P 2
Figura 3. Zarigiieya en su habitat natural al Sur de
la Republica Mexicana. CONABIO, 2017.

Esta especie es considerada generalista (Cabello, 2006), oportunistas y exitosas, capaz de habitar distintos
ambientes, incluso con incidencia de perturbaciones antropogénicas (Sunquist et al., 1987; Adler et al;
1997). Son animales capaces de desplazarse a grandes distancias en poco tiempo y pueden cambiar de
habitos alimenticios con relativa facilidad, lo que probablemente ha ayudado a que la especie ocupe
grandes areas en su distribucion geografica (Ringier, 1961; Gardner, 1973; Sunquist et al; 1987), por lo
que se encuentra presente en una gran variedad de habitats desde el matorral xerdfilo hasta el bosque
tropical perennifolio y a elevaciones que van desde el nivel del mar en la costa hasta mas de 3,000 m en
las montafias del centro de México. Se refugia en cavidades de rocas, oquedades de arboles, debajo de
arbustos secos y en madrigueras, ademas tiene una notable agilidad para desplazarse en las ramas,
contrastando con la torpeza y lentitud que muestra en el suelo, por ende, rara vez abandona el medio

arboreo.

Es una especie omnivora que consume desde frutos, raices, vegetales, invertebrados (larvas, insectos,
gusanos), hasta pequefios mamiferos (huevos, aves, etc). Los patrones de distribucion, habitos
alimenticios, alta capacidad de reproduccion y resistencia o flexibilidad a perturbaciones antropogénicas
de D. marsupialis y D. virginiana permiten suponer son especies con poblaciones relativamente grandes.
En México se conocen aspectos generales de su taxonomia, comportamiento y habitos alimenticios y
relaciones filogenéticas (Medina, et al, 2012), mientras en otros paises se han estudiado aspectos
poblacionales (Adler et al, 1997; Cabello, 2006), influencia del paisaje y el efecto de variables
microclimaticas en su supervivencia, asi como los diferentes nombres como se les conoce de acuerdo al

pais donde se encuentra la especie Didelphis (Tabla 2).
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Tabla 2. Sinonimias o nombres comunes de nombres de Didelphis marsupialis de

acuerdo al pais donde se encuentra la especie.

PAIS Nombre comin PAIS Nombre comin
El salvador: Tacuazines México: Tlacuaches o tacuaches
Guatemala: Tacuazines Peru: Mucas o canchalucos

Faras, chuchas, runchos o

Ecuador: Guanchacas Colombia:
raposas
Honduras: Guasalos Venezuela: Rabipelados, faros o "zorros"
Bolivia: Carachupas Nicaragua: Zorros de cola pelada
Urugua -
guay, Zorros Argentina: Zorros o comadrejas overas
Paraguay:

Modificada de Mendoza, 2004.

Existen algunas caracteristicas diferenciales de acuerdo a la edad y por dimorfismo sexual aunque no es
precisamente evidente, por ejemplo, en las hembras juveniles las mamas son pequeias, planas y sin
pigmentacion, mientras que en las hembras adultas, gestantes y paridas, las mamas estan
permanentemente alargadas y a menudo pigmentadas; mientras en los machos juveniles y adultos, los
testiculos son grandes y colgantes (escrotales); el pelaje de los juveniles es generalmente mas lanoso, de
color mas grisaceo y mas opaco que el de los adultos. Su periodo de gestacion es corto, y tiene una
duracion entre 8 y 24 dias. Todos los marsupiales nacen en un estado de desarrollo embrionario
incompleto y es precisamente cuando comienza la organogénesis, durante la cual los ventriculos del
corazdn aun permanecen conectados, los pulmones son simples bolsas vascularizadas sin alveolos, y los
ojos y oidos atn estan cerrados (Mufioz, 2003). Pueden tener 2 camadas por afio hasta con 13 crias por
camada.

Las zarigiieyas suelen ser reservorio silvestre o sinantropico de diferentes agentes etioldogicos como
Trypanosomiasis, zoonosis que ocasiona en el hombre la enfermedad de Chagas (Pacheco, 2013). En Pera

se ha identificado como reservorios potenciales de Leptospira (Bunnell, et al, 2000).

3. Justificacion.

La leptospirosis es una enfermedad zoonoética y en México es poca la informacion que se ha generado en
los ultimos diez afos. Asi mismo, se desconocen otros reservorios comunes los cuales pueden ser un

factor de riesgo como contagio para los animales del zoologico. Este trabajo permitird obtener 16



informacion sobre la especie zarigiieya (Didelphis marsupialis) la cual habita en el bosque perimetral de
un zooloégico de la Ciudad de México y la seroprevalencia de Leptospira spp. a través de una prueba de
laboratorio altamente sensible y confiable. Se destaca, por lo tanto, la importancia que implica la
presencia de la zariglieya en el perimetro 6 al interior del zooldgico, debido a que existe una alta
probabilidad de interaccion o exposicion directa e indirecta con la poblacion animal que albergan los
zooldgicos (Céspedes, 2002). Asi mismo se busca determinar los factores de riesgo que implica dicha

interaccion con la finalidad de minimizar posibles contagios interespecie.

4. Hipétesis.

Si existen las condiciones ambientales como humedad, temperatura, pH y presencia de hospederos
animales con predisposicion y exposicion a la bacteria dentro del perimetro del zooldgico, entonces se

espera encontrar titulos altos correspondientes a la presencia de Leptospira en las zarigiieyas.

5. Objetivo general.

Determinar la presencia de anticuerpos contra Leptospira spp en suero de zariglieya (Didelphis

marsupialis) en un zoologico de la Ciudad de México.
5.1 Objetivos especificos.
a) Detectar por medio de la prueba de Microaglutinaciéon (MAT) la presencia de anticuerpos
contra Leptospira spp en sueros de animales previamente capturados al interior y en

perimetro del zooldgico.

b) Sefialar los posibles factores de riesgo asociados a la transmision de la enfermedad, a través de

las condiciones medioambientales conocidas y el comportamiento de la zarigiieya.
c) Tener una base de datos actualizada a partir de los resultados obtenidos, respecto a la

seroprevalencia de Leptospira spp existente en la poblacion de zarigiieyas presentes en el

perimetro del zooldgico.
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6. Metodologia.

La prueba para la deteccion de anticuerpos contra Leptospira fue la Aglutinacion Microscopica, la cual
utiliza como fundamento la aglutinacion de leptospiras en presencia de anticuerpos especificos. La

reaccion se observa a través de un microscopio de campo obscuro.

6.1 Material necesario para MAT (Figura 4).

e Guantes de latex.

e (Canaletas de plastico.

® Muestras problema.

o Cepas de Leptospira (9 serovariedades locales).

e Placa de microtitulacion de plastico con 96 pocillos, fondo en V, fondo plano o fondo curvo.

e C(Cubierta o tapa para placa de microtitulacion (opcional).

e Puntas estériles para micropipetas.

e Asa bacteriologica.

e Micropipetas calibradas: de 1-10 pl, de 10-100 pl, de 20-200 pl y 100-1000 pl (opcional: pipetas
multicanal de 50 pl).

e Mechero de Bunsen.

6.1.2 Equipo.

e Estufa de incubacion 28-30° C.

e Microscopio de campo oscuro.

6.1.3 Reactivos.

e Agua destilada

e Sales de fosfato

e Solucion salina tamponada con fosfato (PBS 1X, véase receta en Anexos) pH 7.2 .
e Base en polvo para el medio de Leptospira EMJH Difco ™.

e Etanol al 96%.
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Figura 4. Materiales usados para realizar MAT dentro del laboratorio

de Bacteriologia del INIFAP. (Hernandez Pascacio, 2016).

6.2 Obtencion de muestras.

Para este estudio, se tomaron en cuenta muestras de suero de zarigiieya obtenidas previamente al estudio
y que se encontraban congeladas en el banco de sueros del zooldgico**. Para llevar a cabo el estudio se
uso la técnica de MAT, siendo el nimero de sueros a trabajar 40 muestras como minimo, de acuerdo a un
muestreo de conveniencia y en coordinacion con fechas de entrega de muestras, establecidos por el
zoologico. Cabe destacar que los animales de los que se obtuvieron los sueros obtenidos varian en sexo,
edad, condicién fisiologica y fecha de toma de muestra y se tomaron los datos proporcionados por el
zoologico para la identificacion de los mismos.

Después de obtener los sueros, cada muestra fue debidamente identificada y de acuerdo al proceso de
“Toma y envio de muestras” (Ortega et al; 2010) se trasladaron al Laboratorio de Diagnoéstico del Centro
Nacional de Investigaciones Disciplinarias en Microbiologia Animal, INIFAP en Palo Alto donde se
procesaron las muestras. Una vez en el Laboratorio, las muestras a procesar se dejaron a temperatura

ambiente hasta que se descongelaron para su posterior analisis (Figura 5).

**En este trabajo por cuestiones de confidencialidad y convenio del el zoolégico con el que se trabajo y de donde se

obtuvieron las muestras, no se menciona el nombre del mismo.
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Figura 5. Identificacion de muestras obtenidas del banco

de sueros del zooldgico (Herndndez Pascacio, 2016).

6.3 Cepario.

Para el mantenimiento de las cepas se colocaron 5 mL de cada serovariedad en tubos de vidrio con tapa
roscada, ademds de 8 mL de medio preparado liquido EMJH (Figura 6a) més 0.5 ml de enriquecimiento
EMJH para Leptospira Difco ™ (Figura 6c¢) y se colocaron dentro de una estufa de incubacion con
temperatura de 28-30°C para su crecimiento (7 dias) y mantenimiento (de semanas hasta afios)
(VP/OPS/OMS, 2008) (Figura 6b). La densidad del cultivo usado como antigeno fue en promedio de 1,5
a 2x10® leptospiras de acuerdo a lo especificado por el Manual de Procedimientos bacteriologico y

seroldgico para el Diagndstico de leptospirosis (Céspedes, 2005).

Figura 6. Materiales usados para realizar MAT a: Medio EMJH en polvo para

la elaboracion de medio para cultivo de Leptospira. b: tubos contenedores de cepas
leptospirales para ser incubadas en estufa bacteriologica. ¢: Enriquecimiento EMJH

Difco ™ para el desarrollo de Leptospira en medio EMJH. (Herndndez Pascacio, 2016).
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6.4 Protocolo de inspeccion de muestras.

Previo a realizar cualquier prueba que requiera el uso de las cepas (Tabla 3) se realizé una inspeccion de

las mismas de la siguiente forma:

e Se abre el tubo en un medio estéril y se toma una gota de medio EMJH con un asa bacteriologica.

e La gota se observa en el microscopio Optico con fondo oscuro y se confirma las bacterias se

encuentren en estado optimo y el medio no presente ningin contaminante (Figura 7).

e En caso contrario se puede optar por usar la cepa a criterio del laboratorista 6 realizar una nueva

siembra de la bacteria para obtener un cultivo mas puro.

Figura 7. Leptospira hardjo observada en microscopio

optico a 100-200X. (Hernandez Pascacio, 2016)

Tabla 3. Cepas usadas en este estudio. (Hernandez Pascacio, 2017).

Serovariedad
ID de cepa |Especie representativa Serogrupo
1 L. interrogans Icterohaemorrhagiae |icterohaemorragiae
2 L. interrogans pyrogenes Pyrogenes
3 L. interrogans grippotyphosa Grippotyphosa
4 L. interrogans |Canicola Canicola
5 L. interrogans pommona Pomona
6 L. borgpetersenii |hardjo Sejroe
7 L. interrogans woll'i 3701
8 L. noguchi tarasovi Tarassovi
9 L. interrogans bratislava Bratislava

Modificada de Levett. 2001.
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6.5 Descripcion de la placa de MAT.

La placa que se usa comunmente para realizar MAT es de fondo curvo con 96 pozos, tomando como
referencia un plano con eje “X” (filas) y eje “Y”’ (columnas) se colocan dos tiras de cinta adherente en la
orilla de cada placa y se escribe sobre la tira a la altura de cada pozo en el eje X las diferentes diluciones a
usar iniciando de izquierda a derecha de la siguiente forma: 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 y 1:1600. Se
debe especificar que las diluciones comienzan a partir del pozo 2 de toda la columna. El eje Y se
identificara con el nimero de cepa a usar iniciando de arriba hacia abajo del 1 al 9 respectivamente, esta

identificacion si comienza a partir del primer pozo que se use (Figura 8).

Figura 8. Placas de plastico usadas en MAT. (Herndndez Pascacio, 2016).

6.6 Desarrollo de la técnica.

6.6.1 Diluciéon de muestras para MAT.

Para realizar el diagnodstico de leptospirosis se utilizo la prueba de Microaglutinacion en Placa, como
prueba de referencia recomendada por la OMS para la leptospirosis. Se prepararon diluciones previas de
todos los pozos con PBS 1X para obtener 6 diluciones del suero (1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 y
1:1600) (ver Tabla 4) contra 9 serovariedades de Leptospira (icterohemorragiae, pyrogenes,
grippothyposa, canicola, wolffi, hardjo, tarassovi, bratislava, pomona) (ver Figura 6b) con las cuales
cuenta el Laboratorio de Diagnostico en el INIFAP. Las cepas mencionadas fueran donadas por la
Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco y fueron cultivadas, replicadas y evaluadas
previamente a la realizacion de la prueba por el laboratorista a cargo en el INIFAP. Las serovariedades

utilizadas son detalladas en el Tabla 3.
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10.

I1.

12.

13.

Llenar todos los pocillos a usar de una placa de microtitulacion con 50 ul de PBS 1X, pH 7.2
(Goris, 2014).

Afadir 50 pl de la dilucién previa del suero problema en todos los pozos de la columna 1.

Con micropipeta sencilla o multicanal, marcando 50 ul como medida, mezclar el contenido de los
pozos de la columna 1 pipeteando 50 pl arriba y abajo varias veces. A continuacion, tomar y
transferir 50 pl a los pozos de la columna 2.

Repetir el paso 3 con las siguientes columnas hasta terminar las diluciones marcadas en la cinta
adherente, los 50 pl restantes de la ultima dilucion se desechan.

Una vez realizadas las diluciones se afiaden 50 pl de la cepa marcada de Leptospira a usar, en toda
la fila correspondiente.

La dilucién final (incluyendo la cepa de Lepfospira afiadida) del suero en la columna 2 es ahora
1:100, la columna 3 es 1:200, etc.

Los pozos de la columna 1 sirven como control comparativo sin aglutinacion y sirven para
comprobar la auto-aglutinacion de las leptospiras y esterilidad del PBS.

Una vez agregadas todas las cepas a utilizar, se debe cubrir la placa con una tapa para placas u otra
placa que embone de la mejor manera y después envolver la placa con un trapo himedo, para
evitar que la muestra se evapore al meter la placa a la estufa de incubacion.

Incubar de 45 minutos a 60 minutos a la temperatura constante de 30° C. Se han documentado
tiempos de incubacion de 30 minutos hasta 4 horas. Sin embargo, para resultados Optimos, es
importante utilizar un tiempo de incubacién fijo. Como alternativa, podria considerarse la
incubacion durante la noche a temperatura ambiente (Goris, 2014).

Transcurrido el tiempo de incubacion se saco la placa de la estufa para observar al microscopio,
para ello, se requiere un portaobjetos limpio (el cual se lavo con etanol al 96%), una asa
bacteriologica y un mechero de Bunsen para poder esterilizar el asa bacteriologica
constantemente.

La observacion al microscopio se realizo de la siguiente forma: se esteriliza el asa con el mechero
de Bunsen de la punta hacia la base, después se tomo una gota del primer pozo de dilucion en la
placa y en el microscopio con un objetivo 100x-200X se inspecciono la gota, iniciando del borde
hacia el centro de la misma.

Lo anterior se realiza en segundos, ya que conforme transcurre el tiempo y uso del microscopio,
¢ste tiende a calentarse y a provocar que la gota se evapore (Figura 9) con mayor rapidez
conforme se incremente el tiempo.

El titulo serd la dilucion més alta en la que > 50% de las leptospiras todavia estan aglutinadas es

decir, <50% de las leptospiras se mueven libremente- en comparacion con la suspension del 23



pozo control de la primera columna de cada fila (la cual contiene sélo el cultivo de Leptospira
diluido 1:2 en PBS sin suero). El titulo se expresa como la dilucién final que incluye el volumen
del cultivo de Leptospira afiadido. Se debe estimar la claridad del fondo y el porcentaje de

leptospiras libres (no aglutinadas) (Goris, 2014).

Figura 9. Gota seca de Leptospira hardjo observada en

microscopio optico a 100-200X. (Hernandez Pascacio, 2016)

Tabla 4. Ejemplo para realizar la microtitulacion en placa para prueba de MAT.

# Dilucion de|lP0Zo 2|Pozo 3|Pozo 4/Pozo 5
Muestra |muestra -1:25 -1:5 |-1:10 |1 : 15
Diluciéon
Control |final1:25 [= 1:5 [=1:10 |= 1:15 |= 1:20
] 1 2 3 4 5 6

A S1erovar|edad O O O O O O
Sgrovarledad O O O O O O
c Sgrovarledad O O O O O O
Szrovarledad O O O O O O
Sgrovarledad O O O O O O
F Sgrovarledad O O O O O O
o S$rovar|edad O O O O O O
H Sgrovarledad O O O O O O
Serovariedad O O O O O O
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6.7 Interpretacion de lectura de MAT.

Estimacion de la densidad de la cantidad de cepa agregada, observada. Solo personal experimentado
debe juzgar visualmente la densidad de cepa de Leptospira directamente por microscopia de campo
oscuro. Una cepa se cultiva correctamente cuando todos los campos inspeccionados estan completamente
cubiertos con leptospiras bien formadas y no se observan otras bacterias, levaduras u hongos. Esto se
indica mediante 4+, y "muestra" similar a la densidad de los pozos de control negativos representados en

la Figura 10. Esta es la densidad correcta para su uso en MAT:

3+ El 75% del campo del microscopio estd cubierto por leptospiras en comparacion con 4+.
2+ El 50% del campo del microscopio estd cubierto por leptospiras en comparacion con 4+.
1+ El 25% del campo del microscopio esta cubierto por leptospiras en comparacion con 4+.

0 solo se observan pocas o ninguna leptospiras.

Negativo: Es igual al control y no presenta aglutinacion.
Positivo en 1:50: Presenta aglutinacion a menos del 50% del campo.

Positivo para titular: Presenta aglutinacién en mas del 50% del campo (Delgado, 2007).

Los sueros que presenten una aglutinacion igual o mayor a 1:100 serdn considerados como positivos
(Céspedes, 2005).
De acuerdo con el Instituto Pasteur en Paris, si se obtiene un titulo de 1/100 en la prueba de MAT con uno

o varios antigenos, el umbral del titulo positivo ha sido alcanzado.

Un punto importante a tomar en cuenta es que no se debe usar el tamafio de aglutinacion para determinar
el punto final. Los sueros "sucios" muestran particulas que se asemejan a grupos de leptospiras
aglutinadas. Se debe tener en cuenta un efecto prozona que podria ocurrir, es decir, la aglutinacion se
produce a rangos de diluciéon mas altos, pero no es visible a diluciones mas bajas. Comprobar siempre
realizando diluciones mayores en casos donde las diluciones menores no muestran aglutinacion aparente.

Utilizar agua destilada y destilada en todas las recetas y pasos.
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Figura 10. Reacciones de la prueba de aglutinacion microscopica (MAT) a: lamina control; b: lamina con 25%
de aglutinacion (zonas con copos de algodon); c: lamina con 50% de aglutinacion, d: lamina con 75%
de aglutinacion, e: lamina con 100% de aglutinacion, f: lamina con 100% de aglutinacion y lisis; g: lamina

con 100% de lisis: h: lamina negativa. Céspedes, 2005.

7. Resultados.

Se procesaron 40 muestras en total, de las cuales 32 sueros se les realizé la prueba de MAT contra las 9
serovariedades presentes en el laboratorio de Diagnostico; de éstos, 13 sueros los cuales corresponden al
40.62% de las 32 muestras, resultando positivas a L. hardjo (Ver Tabla 5).

A 8 sueros se les realiz6 MAT tnicamente contra 4 serovariedades (1, 3, 6 y 9) debido a que la cantidad
de muestra fue menor a la requerida para completar la prueba con el total de serovariedades presentes en
el laboratorio de Diagnoéstico; de estos sueros, 2 dieron positivos a L. hardjo, correspondiendo al 25% de
los 8 sueros procesados. Todas las muestras anteriores se les realizO MAT usando las diluciones 1:50,
1:100, 1:200 1:400 1:800 y 1:1600. Si se toma el total de muestras (40) y el total de sueros positivos a L.
hardjo el porcentaje corresponde a 37.5% de muestras procesadas.

Del total de los 40 sueros, 6 sueros fueron elegidos al azar para realizar MAT a cada uno usando
diluciones mas pequefias, siendo las siguientes: 1:5, 1:10, 1:15 y 1:20, esto para corroborar que la
dilucién usada inicialmente estuviera correcta en la especie Didelphis marsupialis, la cual de acuerdo con
la literatura consultada, se tom¢ el titulo 1:100 para la prueba como positivo; por lo cual de estas muestras

4 sueros dieron positivos a L. hardjo presentando diferentes titulos en diversas diluciones Tabla 6.
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Tabla 5. Numero total de sueros positivos a las diferentes serovariedades de Leptospira.

1
Positivos Cepas |cterohaemor| 2 3 4 5 6 7 8 9
1:100 usadas |ragiae Pyogenes |Gryppothyposa Canicola |Pomona Hardjo |Wolffi [Tarasovi Bratislava
No. sueros
procesados
40 9 0 0 0 0 0 15 0 0 0

(Hernandez Pascacio, 2017).

Tabla 6. Resultados de sueros positivos y negativos en MAT y serovariedades

de Leptospira alas que fueron desafiados los diferentes sueros para la prueba.
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8. Discusion.

La literatura indica que MAT tiene una especificidad de serovariedad insuperable y representa la “prueba
de oro” en el diagnostico serologico correcto de leptospirosis, considerada por la OMS (Ahmed, ef a/
2012; WHO, 2003). Actualmente no hay ninguna prueba disponible que supere a MAT respecto a la
especificidad en el diagndstico, es por ello que en esta tesis se elige MAT como prueba diagndstica para la
presencia de anticuerpos anti-leptospira.

De acuerdo a Dikken, 1978 se pueden detectar anticuerpos anti-leptospiras de cinco a diez dias después
de la aparicion de la enfermedad. Este autor describe que, al analizar una muestra de sangre durante la
primera semana de la enfermedad, es importante examinar una segunda muestra después de 2 semanas
para verificar la seroconversion o un aumento en el titulo, debido a que la seroconversion o una elevacion
> 4 veces en el titulo, indica una infeccion activa de la enfermedad en el organismo. En este trabajo solo
se determino la presencia de anticuerpos en un solo muestreo debido a que los animales fueron capturados

y liberados nuevamente, por lo tanto no fue posible dar el seguimiento para toma de una segunda muestra.

Fowler, 2003 reporta que la mayoria de los casos reportados en colecciones zooldgicas se deben a
infecciones de hospederos accidentales que han tenido contacto con animales o ambientes contaminados.
Luna et al, 1996 en una investigacion hecha en el zooldgico de Chapultepec en México, se encontraron
anticuerpos contra Leptospira en 15 de 19 especies muestreadas, con un 52% de positividad de los sueros
obtenidos. Este fue el ultimo estudio dado a conocer sobre leptospirosis en un zoologico de la Ciudad de
México, con base en el mismo y los datos recolectados en este estudio se puede sefialar a la especie
Didelphis marsupialis como posible hospedador accidental de Leptospira serovariedad hardjo, aunque los
resultados no sean representativos de la poblacion actual en el perimetro del zoologico.

Tomando en cuenta también que en la investigacion de Mendoza, 2004, donde se presentd leptospirosis
en pecaris, puede considerarse posible que las zarigiieyas al estar en contacto con diversas especies al

interior del zooldgico, sean también susceptibles a la enfermedad.

La gama de antigenos utilizados debe incluir serovariedades representativas de todos los serogrupos y
todas los serovariedades localmente comunes (Levett, 2001). Con base en lo anterior en este estudio se
usaron 9 serovariedades de Leptospira que se encuentran disponibles en el Laboratorio de Diagndstico del
INIFAP y que son usadas con regularidad debido a la incidencia prevaleciente en la zona.

La serovariedad L. hardjo encontrada en los sueros trabajados, podria tener un origen en los herbivoros
dentro de la coleccion del zoologico, ya que al observar el perimetro exterior del mismo no se encuentran

especies herbivoras y posibles reservorias de la enfermedad. 28



En algunas pruebas el antigeno consiste en leptospiras vivas mientras que en otras, se utilizan extractos de
leptospiras como antigenos (VP/OPS/OMS, 2008). Debido lo anterior se deben mantener cultivos vivos
de todos los serovariedades requeridos para su uso como antigenos. La gama de antigenos utilizados debe
incluir serovariedades representativas de todos los serogrupos y todas los serovariedades localmente
comunes (Levett, 2001). Por lo que se puede concluir que la serovariedad de L. hardjo encontrada en los
sueros trabajados, podria tener origen en los herbivoros dentro de la coleccion del zooldgico.

Farace, 2001 menciona que las leptospiras pueden ser encontradas desde 3 a 4 dias después de la
infeccion y hasta por 1 a 2 semanas en sangre. El uso de estas pruebas es limitado, debido al corto periodo
en el que pueden ser detectables las bacterias presentes en fluidos corporales y la dificultad de conservar
las mismas en una muestra obtenida (Alonso, et al, 2001; Céspedes, 2005). Por ello se piensa que los
resultados en este trabajo, se encontrd la serovariedad de L. hardjo inicamente en 6 sueros de las 40

muestras trabajadas.

Fowler, en 2003 escribié que en fauna silvestre de vida libre los casos de leptospirosis aguda son
esporadicos y generalmente pasan inadvertidos, sin embargo, en algunas poblaciones silvestres ocurren
brotes con cierta regularidad.

Los anticuerpos antileptospirales aparecen en la primera semana de la enfermedad, alcanzan los titulos
maximos a los 30 dias y pueden mantenerse por un periodo prolongado de tiempo. La respuesta primaria
de tipo humoral puede evidenciarse mediante pruebas de ELISA IgG, ELISA IgM y MAT (Farace, 2001;
Céspedes, 2005). La inmunidad es especifica a una serovariedad y surge después de la infeccion o
inmunizacion (Alonso, et al, 2001; Farace, 2001). Analizando lo anterior, las muestras que no dieron
positivo a ninguna serovariedad, podria deberse al momento vital en que fueron tomadas las muestras, en
el caso en que hayan estado en contacto con cualquier serovariedad de leptospira pero no alcanzaran la
primer semana de contacto con la bacteria y su sistema inmune generara anticuerpos detectables con
MAT. Las pruebas serovar-especificas detectan anticuerpos aglutinantes a partir de los siete dias de
iniciada la enfermedad. En estudios iniciales, puede brindar datos acerca de la susceptibilidad de la
especie, asi como de la adaptacion de cada serovariedad a la misma, en funcién a la titulacion de

anticuerpos (Mufioz, 2003; Farace, 2001) (en Metodologia) (Mendoza, 2004).

De acuerdo a la literatura mencionada en este trabajo, las leptospiras pueden ser encontradas de 3 a 4 dias
después de la infeccion y hasta por 1 a 2 semanas en sangre. El uso de estas pruebas es limitado, debido al
corto periodo en el que pueden ser detectables las bacterias presentes en fluidos corporales y la dificultad

de conservar las mismas en una muestra obtenida (Alonso, et al, 2001; Ochoa, et al, 2001; Céspedes, 29



2005). Debido a que el muestreo fue realizado aleatoriamente, se piensa que los resultados en este trabajo

se encontro la serovariedad de L. hardjo inicamente en 15 sueros de las 40 muestras trabajadas.

9. Conclusiones.

® En este grupo de estudio con sueros de la especie didelphis marsupialis, solamente se encontrd

seropositividad de anticuerpos contra Leptospira serovariedad hardjo en el 37.5% de muestras
procesadas.

Las zarigilieyas no constituyen un factor de riesgo de contagio hacia los animales de la coleccion
en el zooldgico dado que se obtuvieron titulos bajos sobre la presencia de la serovariedad hardjo y
un porcentaje >50% de las muestras trabajadas.

No se puede establecer un factor de riesgo especifico debido a que solo se detecto6 la serovariedad
hardjo, la cual tiene como reservorio a herviboros.

Con los resultados obtenidos en este trabajo se aporta informacion sobre la serovariedad hardjo,

presente en la especie didelphis marsupialis .

10. Recomendaciones.

1.

Realizar estudios posteriores dando seguimiento a ejemplares muestreados a fin de correlacionar
la presencia de anticuerpos en zariglieyas con problemas de leptospirosis clinica, comprobar la
excrecion de espiroquetas en la orina, evidenciar fuentes de infeccion, y determinar la duracion
de la inmunidad en animales infectados.

Como propuesta se sugiere realizar un nuevo estudio en esta especie y en la zona ya mencionada
en este trabajo haciendo capturas de nuevos animales para obtener muestras actualizadas de la
poblacién y darle seguimiento a los animales muestreados para tener una base de datos completa y
continuar al monitoreo de la enfermedad en el perimetro del zooldgico.

Realizar monitoreos seroldgicos en ejemplares con historias de abortos y/o con problemas de
fertilidad.

Referente a la realizacion de la prueba de MAT, para obtener una mayor especificidad en los
resultados, la gama de antigenos utilizados debe incluir serovariedades representativas de todos
los serogrupos y todas los serovariedades localmente comunes.
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De acuerdo a la literatura mencionada en este trabajo, se recomienda ampliamente realizar un
nuevo estudio con muestras pareadas, con un intervalo minimo de 7 a 14 dias entre toma de
muestra y asi poder detectar las bacterias en caso de estar presentes en fluidos corporales.

No se recomienda la vacunacion en estos animales.
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11. Anexo.

*Solucion salina tamponada con fosfato (PBS), concentrado de 10X. Para 5 litros:

® NaCl 425 ¢
] Naz HPO4 2H20 42,8 g
® KH, PO, 127 g

Ajustar el volumen a 5 litros llenando con agua destilada.
Mezclar para disolver las sales.
Dividir alicuotas en botellas de 1 litro.

Almacenar hasta 1 afio de temperatura ambiente en un lugar oscuro. La alta concentracion de sales evita

el crecimiento de microorganismos.

*Solucion salina tamponada con fosfato (PBS), pH 7.2 . Para 1 litro:

® Solucion salina tamponada con fosfato (PBS) 100 ml, 10 \mu 1 de
concentrado

® Afadir agua destilada 900 m

® Mezclar y ajustar el pH a 7.2 con HCI diluido o NaOH

Dividir en alicuotas en botellas de 100 ml y usar el mismo dia.
Alternativamente, el PBS puede autoclavearse.

El PBS esterilizado en autoclave es estable durante 1 afio a temperatura ambiente en un lugar oscuro. El
PBS necesita autoclave para evitar el crecimiento de leptospiras saprofitas y otros microorganismos, que

perturban la lectura de la MAT.
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