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RESUMEN

Objetivo. Evidenciar la circulacidon de Leptospira spp. en sangre de perros de una comunidad rural
del estado de Yucatan, México. Materiales y métodos. Se recolectaron muestras sanguineas en
120 perros de Maxcanu, Yucatan. Ademas, se registraron caracteristicas como sexo, edad, raza y
se pregunté a los duefios sobre el historial de vacunas. Las muestras se transportaron al laboratorio
y mediante la prueba diagnostica de reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR), se identifico la
amplificacion de dos fragmentos del gen 16S ribosomal perteneciente a Leptospira spp. Resultados.
La frecuencia de Leptospira spp. encontrada fue de 1.7% (2/120; IC95%= 0.2 - 5.9%). Ambos
perros positivos fueron machos, cachorros, mestizos (mezcla de razas) y sin historial de vacunacion.
Conclusiones. Se describe una frecuencia baja de Leptospira spp. en sangre de los perros estudiados.
Es necesaria mas investigacion epidemioldgica para conocer las especies de Leptospira involucradas
en la infeccion e identificar el riesgo de transmision a los habitantes u otros animales domésticos
del sitio de estudio.

Palabras clave: Bacterias; epidemiologia; leptospirosis; mascotas; mamiferos; zoonosis (Fuente:
DeCS).

ABSTRACT

Objective. To evidence the frequency of Leptospira spp. in blood of dogs in a rural community in
the state of Yucatan, Mexico. Materials and methods. Blood samples were collected from 120 dogs
from Maxcanu, Yucatan. Characteristics such as sex, age, and breed were recorded, and owners were
asked about the vaccination history. The samples were transported to the laboratory and a polymerase
chain reaction diagnostic test was conducted to amplify two fragments of the 16S ribosomal gene
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belonging to Leptospira spp. Results. The frequency of Leptospira spp. was 1.7% (2/120; 95%ClI=
0.2-5.9%). Both positive dogs were male mongrel puppies (mix of breeds) with no vaccination history.
Conclusions. There was a low frequency of Leptospira spp. in the blood of the studied dogs. More
epidemiological research is needed to identify the Leptospira species involved in the infection and
the risk of transmission to the inhabitants or other domestic animals at the study site.

Keywords: Bacteria; epidemiology; leptospirosis; mammals; pets; zoonoses (Source: DeCS).

INTRODUCCION

La leptospirosis es una zoonosis desatendida
y reemergente, por lo que tiene tasas de
morbilidad y mortalidad muy variables en las
regiones endémicas. Es ocasionada por bacterias
espiroquetas que pertenecen al subgrupo
patégeno del género Leptospira (1,2). En México
es un problema de salud publica; sin embargo, se
registran pocos casos, los cuales estan asociados
a factores ambientales como la temperatura,
humedad y alta precipitacién pluvial (1).

Los seres humanos contraen la infeccién
con Leptospira spp., principalmente a través
del contacto directo con orina de animales
reservorios naturales u hospederos accidentales
(domésticos o silvestres) como ganado vacuno,
cerdos, caballos, zariglieyas, murciélagos y
roedores, o de forma indirecta por el contacto
con medios contaminados con orina como
alimentos, fuentes artificiales o naturales de
agua y suelo (2).

Enel 2015, alrededor del mundo se estimaron poco
mas de un millén de casos con aproximadamente
60 mil muertes, la mayor parte de ellas en
areas con climas tropicales y subtropicales de
paises en vias de desarrollo (2). En el estado
de Yucatan (sureste de México) la leptospirosis
es endémica con reportes de seroprevalencia en
seres humanos de hasta 88.2% (3).

Aunque los roedores son los reservorios naturales
mas importantes de Leptospira spp. y la via
principal de transmisién en los ambientes donde
circulan (1,2), los perros son portadores crénicos
de numerosas especies y serovares patdégenas.
De hecho, son considerados los reservorios
naturales de L. interrogans serovar canicola,
debido a la adaptacion de la bacteria al ambiente
renal de estos animales (4). En la segunda fase
de la infeccidon (conocida como inmunoldgica)
las leptospiras patégenas invaden el tejido renal
de los perros; por lo tanto, la excrecién por la
orina de bacterias infectantes puede durar hasta

Rev MVZ Cérdoba. 2021. Mayo-Agosto; 26(2):e2098
https://doi.org/10.21897/rmvz.2098

cuatro afos, generando la transmisidon a otros
animales domésticos y personas susceptibles,
principalmente las que conviven con ellos (4,5).

La informacidon de la leptospirosis canina en
México es limitada. Aun cuando la vacunacion
produce falsos positivos por la generacion de
anticuerpos, la mayor parte de los estudios
con perros se han realizado con pruebas
seroldgicas, principalmente microaglutinacion
(MAT), reportandose reacciéon contra numerosos
serovares pertenecientes a especies patogenas,
sobre todo L. interrogans (4). En este contexto, el
uso de herramientas como la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) permite la deteccion de
ADN de Leptospira spp. en fluidos (sangre) y
tejidos con una sensibilidad y especificidad altas,
incluso cuando los hospederos no presentan
signologia clinica (6).

El objetivo del presente trabajo es evidenciar la
presencia de Leptospira spp. (leptospiremia) en
sangre de perros domiciliados de una comunidad
rural del estado de Yucatan, México.

MATERIAL Y METODOS

Sitio de estudio. El sitio de estudio fue la
comunidad rural de Maxcanu, Yucatan, México,
ubicada en el municipio del mismo nombre
(20°33"-20°46"N y 89°53”-90°24"W). El clima
del municipio es calido subhimedo con lluvias
en verano con temperatura media de 29°C y
precipitacion pluvial anual de hasta 1.100mm
(7). Su vegetacion es selva tropical decidua
con fragmentos de vegetacidén secundaria
intercalados con pasto para corte y forraje para
rumiantes.

Poblacién de estudio. Esta investigacion fue
aprobada por el Comité de Etica en Investigacion
del Centro de Investigaciones Regionales
“Dr. Hideyo Noguchi” (CIR) de la Universidad
Auténoma de Yucatan (UADY), Mérida, México
(registro: CEI-007-2018).
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La visita a las viviendas de Maxcanu vy la
observaciéon de los perros estudiados se
realizaron de enero a abril de 2019. Unicamente
se incluyeron perros cuyos duefios (previa
invitacion) participaron en el estudio y otorgaron
su autorizacién con la firma del consentimiento
informado.

De cada perro se registraron sexo (macho o
hembra), edad (cachorro: menores de un afo,
adulto: mayores de un afio a menores de seis
afnos y geriatrico: mayores de seis afios) y raza
(pura o mezcla de razas, conocidas en la region
como mestizos). Adicionalmente, los duefios
informaron sobre el historial de vacunacién
(nimero y tipo de vacuna).

Toma de muestras bioldgicas y extraccion
de ADN total. Después de la observacion
realizada a cada perro, se recolecté una muestra
de sangre completa (maximo 7 ml) de la vena
safena con ayuda de una jeringa y se deposito en
un tubo estéril para centrifuga (BD Vacutainer™;
Estados Unidos [EUA]). Durante el trabajo de
campo, las muestras se conservaron en neveras
portatiles con refrigerantes (aproximadamente
4°C), después se trasladaron al laboratorio
y se centrifugaron a 3.500 rpm (2.000 g) a
temperatura ambiente (24°C) durante 10 min.
Una fraccion de la capa de leucocitos y del
plasma se retiraron y colectaron en un vial para
microcentrifuga estéril de 1.8 ml (Eppendorf®;
Alemania) para su conservacion a -80°C, hasta
su uso en la extraccién de ADN total.

La extraccion de ADN total se realizd con el
kit comercial QIAamp DNA Mini Kit® (QIAGEN;
Alemania), protocolo “DNA Purification from liquits
and fluids”, siguiendo las especificaciones del
fabricante y se conservé a 4°C. La cuantificacion
y medicidon de la pureza del producto extraido
se determind con un espectrofotémetro
NanoDrop-2000® (Thermo Scientific®; EUA).
Todas las extracciones tuvieron concentraciones
dentro de un rango de 50-100 ng/ml.

Deteccion de Leptospira spp. en sangre
Se realiz6 a través de la amplificacion por PCR
punto final de dos fragmentos distintos del gen
16S ribosomal (16S-rRNA), segun lo descrito en
Torres-Castro et al (8).

Los cebadores, las concentraciones de los reactivos,
condiciones empleadas en el termociclador y los
controles positivo (ADN de Leptospira tipificada
como L. interrogans) y negativo (todos los
reactivos del master mix, pero sin ADN templado)
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para ambas reacciones fueron los mismos que las
descritas previamente (8).

La electroforesis de los productos se realizo
en geles de poliacrilamida al 8%, tefiidos con
nitrato de plata. Los resultados se registraron
en un transiluminador (Hoefer Inc®; EUA) y por
fotografias.

RESULTADOS

Se estudiaron 120 perros de Maxcanu. De estos,
66 fueron machos (55%) y 54 hembras (45%).
Con respecto a la edad, 48 fueron cachorros
(40%), 49 adultos (40.8%) y 23 geriatricos
(19.2%). Tres de ellos fueron de raza pura (2.5%)
y el resto (98.5%) mestizos (mezcla de razas), 48
recibieron la aplicacién de alguna vacuna (40%),
generalmente contra el virus de la rabia.

La presencia de Leptospira spp. en sangre
se identificé en dos perros (1.7%; IC95%=
0.2%-5.9%) (Figura 1). Ambos fueron machos,
cachorros, mestizos y no recibieron aplicacion
de vacunas.

500pb

100pb

Figura 1. Gel de poliacrilamida al 8%, tefiido con
nitrato de plata, mostrando un producto
positivo (440 pares de bases [pb]) al gen
16S ribosomal de Leptospira sp. en perros
domiciliados de Maxcanu, Yucatan. México.
1: control positivo; 2: marcador de peso
molecular de 100 pb; 3, 4: productos
negativos; 5: producto positivo; 6-9:
productos negativos; 10: control negativo.

DISCUSION

La infeccion con Leptospira spp. en perros de
Yucatan ha sido demostrada con la deteccién
de anticuerpos contra serovares de distintas
especies patogenas (9,10), hallazgos que, junto
con la evidencia generada en este estudio,
indican que la infeccién con estas bacterias en
perros de la region tiene un patréon endémico. La
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circulacion de perros infectados con Leptospira
spp. ha sido definida como un factor relevante
para la contaminacion ambiental con la bacteria,
lo cual aumenta el riesgo de transmision a
las personas susceptibles que habitualmente
conviven con estos animales (11).

Si bien no se identificd a la (s) especie (s)
infectante (s) de Leptospira en los perros
positivos por PCR de Maxcanu, es probable que
esta (s) pertenezca (n) al subgrupo patégeno,
debido a que en los trabajos previos realizados
en Yucatan (9,10), se han descrito reacciones
contra las serovares grippotyphosa, canicola,
icterohaemorrhagiae, panama, australis,
pyrogenes y bratislava, las cuales corresponden
a serogrupos de especies patdgenas (9,10).
Asimismo, estudios realizados con roedores
capturados en Yucatan como Mus musculus
(sinantropico), Rattus rattus (sinantropico) y
Heteromys gaumeri (silvestre), han reportado
con empleo de pruebas moleculares y analisis
bioinformaticos, las especies patdgenas L.
kirschneri y L. interrogans (12,13), esta ultima
incluye la serovar canicola (5). Estos roedores
(sobre todo M. musculus y R. rattus) pueden
transmitir leptospiras patégenas a los perros de
manera indirecta por la exposicién accidental
a medios contaminados con orina como suelo
himedo y agua estancada, o también por el
consumo de alimento (croquetas) guardado de
manera deficiente al cual pueden acceder los
roedores y contaminarlo (14).

Durante las visitas para la observacion y estudio
de los perros, se notdé que la mayor parte de ellos
vivian en condiciones de descuido, similares a las
descritas por Cortez-Aguirre et al (15) en perros de
una ciudad del sureste de México. Asimismo, pocos
duefios mencionaron que sus animales cuentan
con vacunas adicionales a la aplicada contra el
virus de la rabia por los servicios de salud publica
de Yucatan, por lo que la aplicacién de la vacuna
contra la infeccidon con Leptospira serovares canicola
e icterohaemorrhagiae, practicamente es nula.
También pudo observarse que muchos perros no
tenian un lugar de descanso o para dormir dentro
del predio donde habitan, por lo que es frecuente
que deambulen o pernocten en predios aledafios
e incluso en la via publica, parques y mercados.
Este comportamiento genera contacto directo con
hospederos accidentales de Leptospira, asi como
con aguas residuales, bebederos u otras fuentes
artificiales de agua, las cuales pueden actuar como
focos comunes de infeccidn, ya que frecuentemente
estan contaminados con leptospiras viables (16).
De igual manera, este transito errante contribuye
con el contacto directo con otros perros infectados
de la misma regién (11).
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A pesar de la baja frecuencia de infeccion
encontrada en el grupo estudiado de perros, se
ha descrito que los ambientes urbanizados son
escenarios importantes para la transmision de
Leptospira a |la poblacidn canina, no Unicamente
por el nimero elevado de roedores (reservorios
naturales) que suelen circular, sino también
por la presencia de otros mamiferos pequefios
(hospederos accidentales) que eventualmente
tienen contacto con los perros (9,11,17).

Por otro lado, se ha identificado predisposicién
a la infeccion con Leptospira en perros machos,
debido probablemente a su mayor movilidad y
rastreo en areas mas extensas en comparacion
con las hembras (18). Esta predisposicién
también ha sido descrita en perros mestizos
(18); no obstante, aunque los Unicos animales
positivos a la infeccion encontrados en el
presente trabajo comparten estas caracteristicas,
es necesario un abordaje epidemioldgico para
comprender el riesgo de infeccién asociado con
estas y otras caracteristicas de los perros de
Maxcanu y de Yucatan.

Se ha descrito que la deteccion de ADN de Leptospira
spp. en perros, incluso cuando son asintomaticos
(como sucedié en los perros identificados por
PCR en el grupo estudiado) o la enfermedad es
subclinica, es motivo suficiente para considerarlos
como posibles diseminadores de bacterias infectivas
(5). En este sentido, es importante sefalar que
la severidad de la leptospirosis canina depende
de caracteristicas tanto del individuo afectado
(edad y respuesta inmune) como del patégeno
(especie infectante y virulencia) (5,18), por lo
tanto, es relevante realizar muestreos nuevos y
analisis moleculares con el objetivo de identificar
la (s) especie (s) de Leptospira circulante (s) en la
poblacion canina de Yucatan.
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