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Resumen
Introduccién. : Los caballos de trabajo de la Policia Nacional tienen un estrecho
contacto con sus manejadores y la poblacién en general durante las actividades
recreativas y de patrullaje, lo cual puede favorecer la transmisién de la leptospirosis en
los caballos y el personal ocupacionalmente expuesto.
Objetivo. : Caracterizar epidemioldgicamente la leptospirosis mediante pruebas de
serologfa, urocultivo y reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction,
PCR) en caballos de trabajo y personal con riesgo ocupacional pertenecientes a seis
unidades de la Policia Nacional de Colombia.
Materiales y métodos. : Se evaluaron 153 caballos machos castrados y 123 personas
en las seis unidades en los municipios de Manizales, Pereira, Armenia, Ibagué, Tulud y
Cali. Se utilizaron tres formatos estructurados para recabar informacién y se obtuvieron
muestras sanguineas de las personas y de los caballos, las cuales se procesaron con la
prueba de aglutinacién microscépica (Macroscopic Agglutination Test, MAT) para 24
serogrupos. Se practicé el examen clinico de los caballos y se obtuvieron muestras de
orina para el urocultivo y la PCR convencional.
Resultados. : La seroprevalencia de Leptospira spp. fue de 3,25 % (n=4) en las personasy
de 85 % (n=130) en los caballos. Entre los caballos, los serogrupos Djasiman y Shermani
fueron los mds prevalentes. El urocultivo fue positivo en el 64,7 % (99/153) de las
muestras, en tanto que los andlisis de PCR fueron negativos. Se encontrd una asociacién
estadisticamente significativa de la frecuencia de salida de las instalaciones (p=0,009) y
la presencia de fauna silvestre (p=0,051) con la infeccién por el serogrupo Shermani.
Conclusién. : Las caracteristicas epidemioldgicas de la leptospirosis en los caballos
sugieren una presentacion endémica de la infeccién y su papel como reservorios de
la bacteria; sin embargo, debe dilucidarse la patogenia de la enfermedad con estudios
complementarios.
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Palabras clave: Leptospira++ leptospirosis/epidemiologia++ estudios
seroepidemiolégicos++ factores de riesgo++ caballos++ pruebas de aglutinacién++
reaccién en cadena de la polimerasa.

Abstract
Introduction: Police working horses are in close contact with their managers and
the general population during recreational and patrol activities, which can favor
the transmission of leptospirosis among the horses and the occupationally exposed
personnel.
Objective. : To characterize epidemiologically leptospirosis through serology, urine
culture and PCR in working horses and in the occupationally exposed population in six
police stations in Colombia.
Materials and methods. : We tested 153 castrated male horses and 123 people in six
police stations in the municipalities of Manizales, Pereira, Armenia, Ibagué, Tulud,
and Cali. Three structured formats were applied and blood samples were obtained
from people and horses, which were processed with the Macroscopic Agglutination Test,
(MAT) for 24 serogroups. Horses were subject to a clinical examination, and urine
samples were obtained for urine culture and conventional PCR.
Results. : The seroprevalence of human Leptospira spp. was 3.25% (n=4) while in
horses it was 85% (n=130). Among the horses, serogroups Djasiman and Shermani were
the most prevalent. The urine culture was positive in 64.7% (99/153) of the samples,
whereas PCR analyzes were negative. A statistically significant association was found
between the frequency of exiting the facilities (p=0.009) and the presence of wildlife
(p=0.0051) with the infection by serogroup Shermani.
Conclusion. : The epidemiological characteristics of leptospirosis in horses suggest an
endemic presentation of the infection and its role as reservoirs of the bacteria; however,
it is necessary to elucidate the pathogenesis of the disease with complementary studies.
Key words: Leptospira, leptospirosis/epidemiology, seroepidemiologic studies, risk
factors, horses, agglutination test, polymerase chain reaction.

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica de distribucién global

e importancia en salud publica . La seroprevalencia de la enfermedad
en muchas partes del mundo se asocia con la infeccién renal crénica de
una variedad de especies de animales domésticos, peridomésticos y de
reservorios silvestres . El conocimiento de los serogrupos y los serovares
prevalentes en un 4rea es esencial para entender la epidemiologia de la
leptospirosis y adoptar medidas efectivas de control y erradicacién de la
enfermedad °.

Los caballos tienen gran importancia econdmica y social en algunas
partes del mundo por su papel en actividades como el transporte de carga
y de pasajeros, el apoyo en las actividades agricolas, la recreacion, la ayuda
en tratamientos médicos y el trabajo policial, entre otras actividades 4,

En algunos estudios recientes, se sugiere que la infeccion por Leprospira
spp- en caballos se presenta en todo el mundo e involucra un amplio
rango de serovares %, La mayoria de las infecciones son de caricter
subclinico y los animales pueden tener infeccién crénica de por vida
5. Cuando la enfermedad se manifiesta, los caballos presentan uveitis,
abortos, nacimientos prematuros, mortinatos, problemas respiratorios,
y disfuncién hepiética o renal ¢, A diferencia de los animales, los seres
humanos son huéspedes accidentales y adquieren la bacteria por contacto
con fuentes ambientales infectadas (agua o suclo), o con animales
silvestres y domésticos y sus secreciones, principalmente orina, o por la

exposicion ocupacional 7,
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Los estudios seroldgicos en caballos son numerosos y han permitido
establecer la exposiciéon a las leptospiras y sus diferentes serovares
Ademas, es posible relacionar la serorreaccion con signos clinicos como

la uveitis y la inflamacién no granulomatosa del iris, asi como evaluar el

riesgo de desarrollar ceguera ?,

Por su parte el urocultivo, una técnica de poca sensibilidad, pero de
gran especificidad, tiene limitaciones por la dificultad de Leptospira spp.
para crecer en medios artificiales y la probabilidad de contaminacién del
cultivo 19, cuyo crecimiento requiere que la bacteria esté presente con
suficiente densidad en la muestra bioldgica, lo cual depende del grado de
colonizacién renal y de la excrecion permanente, condiciones que no se
cumplen en todos los casos de infeccién renal *°.

La PCR se considera una prueba de gran sensibilidad y especificidad
. La amplificacién de los genes 16S o 23S rARN se han empleado en
estudios de leptospiras patdgenas y saprofitas y en la deteccidn rapida de
la bacteria en un estadio temprano de la infeccion por la ficil obtencién
de los resultados y la posibilidad de usar diversos tipos de muestras
(sangre, orina, humor acuoso o tejidos) 1213 Gin embargo, esta técnica no

identifica el serovar causante de la infeccidn, aspecto que tiene un gran

valor epidemioldgico 14

En Colombia, la leptospirosis humana es una enfermedad de
notificacién obligatoria en el Sistema de Vigilancia en Salud Publica
(Sivigila) °. La seroprevalencia de la leptospirosis humana en el pais oscila
entre el 6 y el 75,8 % en la poblacién general y en la ocupacionalmente
expuesta 1516 En tres estudios de caballos, uno en la Sabana de Bogots,
uno en Santander y otro en la regién del Meta y el Guaviare, se registraron
seroprevalencias entre el 40,4 y el 76,6 % 17,

Los caballos usados para el trabajo policial viven en estrecho contacto
con sus manejadores y con la poblacién general, durante las actividades
recreativas, de patrullaje y de control del orden publico. Asimismo, son
trasladados a diferentes unidades como apoyo en actividades con otros
caballos, lo que aumenta el riesgo de exposicién a Leptospira spp. y los

convierte en una fuente de infeccién para humanos y otros animales

propensos a la infeccién 18

En este contexto, el objetivo del presente estudio fue caracterizar
la epidemiologia de la leptospirosis mediante serologia, urocultivo y
PCR convencional en caballos de trabajo y en la poblacién con riesgo
ocupacional en seis unidades de policia de Colombia, y evidenciar el papel
potencial de los caballos en la transmisién de este microorganismo.

Materiales y métodos

Se llevé a cabo un estudio de prevalencia, el cual fue aprobado por el
Comité de Etica de la Universidad de Caldas (Acta N° 011 de junio de
2016 del Comité¢ de Bioética y Acta N° 02 de junio de 2016 del Comité
de Etica para la Experimentacién con Animales). Asimismo, el estudio se
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ajustd a lo establecido en las normas éticas para el manejo de animales de
laboratorio de la Ley 84 de 1989 y el Decreto 2257 de 1986.

Se obtuvo la autorizacién de la Policia Nacional para la toma de las
muestras bioldgicas de los caballos y el consentimiento informado de los
participantes en este mismo sentido.

Localizacion geogrdfica

La Policia cuenta con 25 unidades policiales en el territorio nacional,
en las cuales se mantienen 2.700 caballos. De estas, se seleccionaron
6 (24 %) cuyas caracteristicas climdticas (clima cdlido y condiciones

htimedas) favorecen la supervivencia de las leptospiras y que presentaban

antecedentes previos de serorreaccion .

Se evaluaron las unidades de los municipios de Manizales (altura de
2.170 m.s.n.m., temperatura media anual de 17 oC y precipitacién anual
de2.358 mm), Pereira (alturade 1.411 m.s.n.m., temperatura media anual
de 28 oC y precipitacién anual de 2.750 mm), Armenia (altura de 1.229
m.s.n.m., temperatura media anual de 22 oC y precipitacién anual de
2.164 mm), Ibagué (altura de 928 m.s.n.m., temperatura media anual de
24 0oCy precipitacién anual de 1.691 mm), Tulud (altura de 960 m.s.n.m.,
temperatura media anual de 24 oC y precipitacién anual de 1.300 mm)
y Cali (altura de 985 m.s.n.m., temperatura media anual de 24 oC y
precipitacién anual de 1.483 mm) (figura 1).

v_:ig’ié del Cauca /05

®

povag, “@'

Risaralda ﬁ.}yum
A
r L\__,__f.f'
; r = 2
:.; Ql:l_fﬂd_iﬂ
] Afrwénia |
Y -
Tulia ¢ Tollma

cai

sty A

Figura 1

Localizacién geografica de las unidades policiales incluidas en el estudio

Poblacion de estudio y tamario de la muestra

La poblacién de estudio incluy6 267 personas (carabineros, preparadores,
enfermerosy cuidadores de los caballos) y 263 caballos (machos castrados;
en las unidades seleccionadas no habia hembras) destinados a las labores
de patrullaje rural y urbano y de diferentes razas (silla argentino,
percherdn, belga, pura sangre inglés, silla francés, criollo colombiano y
cruces de estas razas), con edades entre los 4 y los 23 afos.
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Las muestras se seleccionaron de forma aleatoria, estratificada y
proporcional, tomando como referencia seroprevalencias nacionales de
infeccién del 18 % en humanos (n=123) (16,17) y de 40 % en caballos
(n=153) '8, En ambos casos, se consideré un error y una significacién del
5 %.

Las férmulas utilizadas paralos célculos se presentan a continuacién .

Para el tamano de muestra:
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donde z corresponde al valor de Z que deja un drea a la derecha, al
tamano del error: al peso del estrato = Nh/N, N el tamafio de la poblacién,
n al tamafio de la muestra, ph a la proporcién del estrato, y gh a (1 - ph),
y para la distribucién por estratos:
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Los criterios de inclusién de los humanos fueron tener contacto directo
con los caballos durante sus labores y llevar laborando en las remontas
no menos de tres meses. Se excluyeron aquellos caballos que habian
permanecido en la remonta por menos de tres meses, periodo necesario
para que los resultados de las pruebas diagndsticas usadas en el estudio
evidenciaran el contacto entre las personas y los caballos de cada unidad

policial, ya que los titulos de anticuerpos aparecen en los animales siete

dias después de los primeros sintomas 14

Examen clinico

Un médico veterinario especialista en medicina equina examind
detenidamente a los caballos al inicio del estudio y revisé de forma
exhaustiva las historias clinicas con los reportes de los ultimos dos
afios para establecer si se habian hecho exdmenes de laboratorio y si se
habian presentado sintomas relacionados con la leptospirosis ®°. Esta
informacién se consigné en un formato que fue validado mediante una
prueba piloto en la unidad policial de Cali y por expertos en leptospirosis.

Factores de riesgo

Se utilizaron dos formatos estructurados y validados. En el primero, se
evaluaron las variables demograficas y sanitarias, el manejo de los caballos
y la presencia de especies silvestres, mediante visitas a las instalaciones,
observacién directa y entrevistas al personal responsable. El segundo fue
un cuestionario dirigido a los participantes en el estudio para conocer
su edad, el cargo, el contacto con fluidos de los caballos, las normas
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de bioseguridad y las conductas de manejo de los animales segun los
pardmetros establecidos a partir de consultas con profesores expertos de
la Universidad de Caldas, asi como de la prueba piloto desarrollada en la

unidad policial de Cali.
Muestras sanguineas y prueba de microaglutinacion

Se obtuvieron 5 ml de sangre por puncién de lavena yugular de los caballos
y de la cefalica de los humanos, que luego se centrifugaron durante cinco
minutos a 3.500 rpm. Los sueros se almacenaron a 2 °C para el transporte
al laboratorio y se congelaron a -5 °C hasta el momento del analisis,
efectuado 15 dias después del muestreo.

Las muestras se procesaron en el Laboratorio de Diagndstico de
Leptospirosis de la Universidad del Valle en Cali. En el mantenimiento
de las cepas y el mancjo de la técnica de microaglutinacion (MAT). se
siguieron los pardmetros convencionales (17), utilizando un cepario de
referencia suministrado por el laboratorio internacional de referencia
para el diagnéstico de la leptospirosis del Royal Tropical Institute
(Amsterdam, Holanda).

Se consideraron como positivos los sueros de los humanos con titulos
iguales o mayores de 1:160 y, para los caballos, aquellos sueros con titulos

iguales o mayores de 1:100 20 El grado de reaccion se establecié estimando
los porcentajes de leptospiras que aglutinaron.

Urocultivo

Las muestras de orina de los caballos se obtuvieron en las remontas
siguiendo estrictas normas de bioseguridad. Se indujo la miccién, se
recolectaron 15 ml y se obtuvo una alicuota de 1 ml que se cultivé
de inmediato en el medio Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris

(EMJH) ' (Becton Dickinson and Company, Difco) .

Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente en neveras de
icopor, para protegerlas de la luz solar. En el laboratorio, se incubaron a
30 °C, durante un periodo maximo de cuatro meses hasta el momento en
que las espiroquetas se observaron al microscopio. Las muestras cultivadas
se sembraron de nuevo en el medio de cultivo de EMJH, y se agregaron
500 pl del cultivo primarioy 1 % de 5-fluorouracilo.

Sin tener en cuenta el resultado de la lectura, se hicieron siembras para
controlar la contaminacion bacteriana y favorecer el crecimiento de las
espiroquetas. Se hicieron observaciones semanales bajo el microscopio de
campo oscuro (Nikon BH2) tomando 10 pl del cultivo y visualizando
toda la placa para verificar la presencia de espiroquetas. La prueba se

considerd positiva pasadas 16 semanas si se observaban, como minimo,

cuatro espiroquetas por placa en alguno de los urocultivos .
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Reaccidn en cadena de la polimerasa

Se obtuvo 1 ml del urocultivoy se siguieron las instrucciones del QIAamp
DNA Mini Kit™ (Qiagen). Se hizo una PCR convencional simple
utilizando los iniciadores descritos por Levett (11): LipL32/270f (5
-CGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATT-3") y LipL32/692R (5
" -CCAACAGATGCAACGAAAGATCCTTT-3"), dirigidos a una
regiéon ubicada entre las posiciones 270 y 692 del gen /lipL32, el
cual codifica para la lipoproteina de membrana LipL32, siguiendo los
lineamientos descritos por Moreno, ez 4l. 2

Se usé como control positivo Leptospira interrogans, serovar Canicola,
cepa Hond Utrecht IV (77.8 ng/pl), y como controles negativos,
Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Salmonella Typhimurium y Listeria

monocytogenes, suministrados por el drea de bacteriologia del Laboratorio
de Microbiologia de la Universidad del Valle.

Andlisis estadistico

Se hizo un estudio descriptivo para analizar las variables consideradas
como factores de riesgo. Se estableci6 la seroprevalencia de la infeccién en
las dos poblaciones estudiadas y se hizo un analisis de regresién logistica
bivariada que asumid, como variable de respuesta binomial, los resultados
de la prueba MAT, donde 0 correspondié a los sueros con resultados
negativosy 1 alos sueros positivos. Ademds, se hizo la prueba de bondad de
ajuste del modelo obtenido mediante la prueba de Hosmer y Lemeshow.

Los efectos de las variables de prediccién del resultado positivo o
negativo de la prueba, se expresaron mediante razones de disparidad
(OR) y sus respectivos intervalos de confianza del 95 %. Los valores de
p menores de 0,05 se consideraron como significativos. El modelo para
humanos consideré todos los serogrupos positivos en la prueba MAT; en
los caballos, se hicieron dos anélisis para los serogrupos mds prevalentes
en las remontas (Shermani y Djasiman). El andlisis se efectto utilizando

el programa Stata™, versién 13.0 (College Station, Texas, USA).
Resultados
Examen clinico

E183,7 % (128/153) de los caballos tenia una condicién corporal normal,
el 10,5 % (16/153) estaba delgado, el 4,5 % (7/153) tenfa sobrepeso y el
1,3 % (2/153) estaba caquéctico.

En el examen clinico, el 10,5 % (16/153) de los caballos presentd
alteraciones en el sistema tegumentario, pues se encontraron laceraciones
(63 %), costras y alopecia (37 %), ademds de afecciones oculares (6,5
%, 10/153), como atrofia (10 %), queratitis (10 %), opacidad corneal
(50 %), epifora y uveitis (30 %). Por tltimo, se presentaron trastornos
en el sistema locomotor en el 5,9 % (9/153) de los ejemplares, y se
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observaron claudicaciones (44 %), hormiguillos (22 %), linfangitis (11 %)
e inflamaciones osteoarticulares (22 %).

Antecedentes clinicos de los caballos

En la evaluaciéon de los antecedentes en las historias clinicas, en el 84,3
% (129/153) de los caballos no se habfan reportado signos relacionados
con un cuadro clinico de leptospirosis (ficbre, anorexia, anemia petequial,
ictericia o intolerancia al ejercicio) % E1 8,5 % (13/153) habia presentado
fiebre, el 4,6 % (7/153), decaimiento, el 0,7 % (1/153), pérdida de peso

crénica o disuriay el 5,9 % (9/153) habia tenido trastornos oculares.
Seroprevalencia en humanos

La seroprevalencia de leptospirosis humana fue de 3,25 % (4/123)
(IC95% 2-4,5): dos casos de la remonta de Cali, con titulos de 1:160
(serotipos Canicola, Panamd y Shermani) y los dos restantes de Pereira
(serotipos Grippotyphosa, Bataviae, Autumnalis y Sejroe), con titulos

entre 1:160 y 1:2.560. Las coaglutinaciones entre los serovares fue de 1,6
% (2/123).

Seroprevalencia en caballos

La seroprevalencia general establecida mediante la prueba MAT en los
caballos fue del 85 % (130/153) (IC95% 79-91). En la figura 2 se presenta
la distribucién de la serorreaccién de los anticuerpos contra Leptospira
spp. de los caballos en las seis unidades policiales estudiadas. EI 7,8 %
(n=12) de los sueros fue reactivo a un solo serogrupo y el resto presentd
titulos frente a dos o més serogrupos. E1 62 % de los sueros presenté titulos
de 800 o mayores. No se encontraron diferencias significativas entre las
seroprevalencias (p=0,979). Los serogrupos encontrados en los caballos
se muestran en los cuadro 1y cuadro 2.

100 100 857
50
722
I I |

1,1
Manizalez Pereira Ibagus Armenia Tulua Cali

Unidades policiales

Figura 2

Serorreaccion de los anticuerpos de los caballos contra Leptospira
spp- en seis unidades de la Policia Nacional de Colombia
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Cuadro 1
Seroprevalencia (P) de serogrupos de Leprospira spp. en caballos de las
remontas de Cali (n=122), Tulud (n=88) y Armenia (n=73), Colombia

Calr* Tulua® armenla®

Serogrupos Hamere de pi%) Humere de Pl Humere de [ e

titulas .. titulos [~ titulos ic,,.

=1:100| {=1:-108) (=1:108)

Djasiman 14 11,5 (5,817,1) q 10.2 (3,9-16.6) g 11,0 (3.8-181)
Fomona 12 9.8 {46-151) 7 B0 (23136} 7 06 (28163
Hebdomadls i 9.0 (39-141) [ 6.8 (1,6-121) 4 5.5 {0, 3-10.7)
Autunen ails 1 B2 ({33141} 7 B0 {23136} 4 5.5 (0.3-10.7)
Canlcola 7 57 (1,699 [ B8 {1.6-121) 5 6.8 {1,1-12.6)
Harsrbriggs ] TAE2T12.0) 5 5.7 (0.8-10.5) 4 5.5 (0.2-10.7)
Cynopier B B.6 (2,2-10,9) 5 5,7 (0.8-10.5) 4 5.5 (0. 3-10.7)
Loulstana 10 B2(33-131) 4 45 (0.2-8.9) | 4.1 {0 4-8.7)
Fanama g 6.6 (2,2-10.9) E 34 (0-7.2) ] B2 (1,9-145)
AUEITatE 5 4.1 (7,6-0.6} 3 34 (0-72) <] 4.1 {0 4-87)
Semaranga 2 1.6 (0-3.9) [ B8 (1,6-121) 4 5.5 {0, 3-10.7)
Falurn 4 2301464 2 27 (0-54) 4 5.5 (0.3-10.7)
Fatavias 4 230,164 4 45 (0-8.9) 1 1.4 (0-4,0)
Tarassovl 1 0.5 (0-24) 5 5.7 (0-10,5) 3 4.1 {04-8.7)
Shermanl 1 0.8 (0-2.4) 5 5.7 (0-10,5) 7 4.1 (0.4-87)
Manhao 7 25(0-52) 2 27 (0-54) 2 2.7 (0-8.,5)
Sarmin 7 2.5 (0-5,2§ 3 34 (0-72) 1 1.4 10-4,0)
Grippotyphosa 7 2.5 (0-5,2 2 23 (0-54) 1 1.4 (0-4,0)
Pyrogenss 1 0.8 (0-24) 2 23 (0-5.4) .4 2.7 (0-8.5)
Celiedon 1 0.8 {0-2.4) 2 27(0-54) 1 1.4 (0-4,0)
Ranarum 2 1.6 (0-3.9) o 0.0 (0-0) 2 2.7 (0-6.5]
Icierohaem o agias 2 1.6 (0-3.9] 0 0.0 {0-0) ] 0.0 (0-0)
Mini 1 0.8 (0-24§ o 0,0 (0-0] ] 0.0 {0-0)
Sejoe ] 0.0 (0-0) 1] 0,0 (0-0j 1 1.4 (0-4,0]

* Ntimero de titulos positivos para todos los serogrupos evaluados (desde 100 hasta 3.200)
IC: intervalo de confianza del 95 %
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Cuadro 2
Seroprevalencia de serogrupos de Leptospira spp. en caballos de remontas
de Manizales (n=401), Ibagué (n=199) y Pereira (n=163), Colombia

Manizales* Ibaguwe* Perelra®

Nurnero de [ e Humers de P M) Humero de P i)

Seregrupos titmlos [ titmios .. titulos Ic,.
{=1:100) {Z1:=100) 21100

Shermand 2 B0 {5,3-10.6 17 B.5(4,7-124| 15 9,2 {4.5-13.86)
Taragsovl I2 7,0 (5,3-10.6| 15 7.5 (3,9-11.2) i5 9,2 (4.5-17.8)
Djasiman a0 7.504,9-10,1) 18 8,0 (5,1-13.0 17 &0 (3.8-12.1)
Hurstorigge i B2 (5,5-10.5 14 703, 510,6) i 8,7 (2.9-10,8)
Semaranga 28 7.0 (4,5-8,5) 13 6,5 (3, 1-10.0 17 &0 (3.8-12.1)
Hebdomadle 28 7.2 (4,7-0.8 13 6,5 (3, 1-10,0j g 49 (1,6-8.2)
Cymopien g 6,7 (4,3-8.2) 14 7,0 13,5-10,6| ] 5,5 {2.0-9,0)
Alsmaks 26 6,2 (7,9-6,6) 1 5,5 (2,4-8.7) ] 5,5 {2.0-9,0)
Altumnals by | 5,2 (3,1-7.4) g 4.0 i1,3-6,7) g 49 (1,6-8.2)
Fomona 16 4.0 12,1-5,9) 13 6.5 (7, 1-10.0} g 49 (1,6-82)
Fanama 17 4.2 (2,3-6,2 " 5,5 (2,4-8,7) ] 3,7 (0.5-6,6)
Cankzola 15 2,7 (1,9-5,6} ] 4,501,8-7.4) ] 3,7 {0.8-66)
Fyrogenes 15 2,7 (1,9-5,6} 5 2,5 (0,7-4,7) 1o 8,1 (2.5-98
Loulstana 13 7.2 (1,5-5,0) g 4.0 11,3-6,7) 4 25 [0.1-4.8
Ballam 10 2.5 1(1,0-4,0 5 2.5 (0,3-4,7) ] 3,7 (0.5-6,6)
Sarmin 12 I.801,3-4,7) 5 2.5 (0,3-4,7) ] 3,7 (0.5-6,6)
Bafaviae 12 7.0 11,3-4,7) ] 1,0 (0,6-5,4) I 1,& {0-3,8)
Fanarum 12 7.0 11,3-4,7) 5 2.5 (0,3-4.7) 2 1,2 [0-2,8)
iini T 1,7 (0,5-3,8) 5 2.5 (0,3-4,7) ) 1,& {0-7,9)
Manhao 5 1,2(9,2-2,3 2 1,0 (0-24) 4 250148
GrippoTyphosa 4 1,8 (0-2,0 ] 0,0 (0-8) 1 0.5 [9-1,8)
lcierohaemuThagiae 2 0,5 (0-1,2 1 0,5 (0-1,5) 1 0,6 {9-1,8
Sejroe 2 0,5 (0-1,2 1 0,5 {0-1,5) 1 0,86 {o-1,8
Cediedoni 2 0,5 (0-1,2 ] 0,0 [0-0 1 0,6 {9-1,8

* Ntmero de titulos positivos para todos los serogrupos evaluados (desde 100 hasta 3.200)
IC: intervalos de confianza del 95 %

Reaccion en cadena de la polimerasa

Se obtuvo una amplificacién de 423 pb para un fragmento de LipL32 en
el control positivo de L. interrogans serovar Canicola cepa Hond Utrecht
IV, en tanto que las muestras de los controles negativos no tuvieron
reacciones. Sin embargo, no se obtuvieron reacciones especificas para el
gen LipL32 en ninguno de los urocultivos.

Factores de riesgo en humanos

El personal evaluado tenia contacto permanente con los caballos y el
87,6 % (n=108) usaba barreras de proteccion personal, como guantes,
tapabocas y estrictas normas de bioseguridad. Tres de las cuatro personas
que presentaron titulos contra Leptospira spp. tenian contacto con fluidos
de los caballos, pero no se encontré ninguna asociacién entre la infecciéon
y las variables incluidas en el andlisis (cuadro 3).
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Cuadro 3
Andlisis de regresion logistica binaria de las variables evaluadas en la poblacién
humana positiva para Leptospira spp. en remontas de seis municipios colombianos

Titaies 2 1:100

variable n P p OF, 553
Sexn
Mazculino 116 T (28] b135 02 0018
Femening T 1{14,2)
Edad {afoz)
24-30 A7 1 {2.) 0,428 09 0711
n-37 49 3 (61
2955 27 0
Cargo
Médica veterinano 3 0 1,00 1.0 0g12
Enfermero weterinario 4 b
Preparador 2 b
Carabinera L T (25
Auxiliar de remonta 7 1{14,2)
Hermsro 9 0
Senacio de cabaliada T 0

Tiempo en la unidad 2n la que

labora (ahoz|
1-6 B4 7 (>4) 0,562 1.0 0m12
713 26 1 [38)
=14 g 0

Contacte con fluides de los cabalioa
Sl 105 3 (28 0,558 20 0.2-20.4
Mo 15 1 (5,5

Uzo de medidas de bioaeguridad
) 107 4 [37) 0,909 1.0 012
No 18 0

Bafo recients en un rio
] ar 7 (8.1 0,086 0137 0013
No B 1 1.2}

Prezencia de perros en caza
Sl B3 3 4.8 0,355 0339 0034
No =] 1 (1,7)

IC: intervalos de confianza; OR: razén de disparidad

Urocultivo

La frecuencia hallada en el urocultivo fue de 64,7 % (99/153) (IC95%:
57-72). Se observaron espiroquetas en todas las remontas: en Tulud, 83,3
% (15/18); en Pereira, 80 % (16/20); en Ibagué, 69,5 % (16/23); en
Manizales, 63,4 % (26/41); en Armenia, 53,3 % (8/15), y en Cali, 50 %
(18/36), sin que se registraran diferencias significativas (p=0,921).

Factores de riesgo en caballos

Leptospira Shermani fue el serogrupo més prevalente en las remontas de
Manizales, Ibagué y Pereira. Los animales de fauna silvestre reportados
por el personal en las remontas fueron zarigiieyas (Didelphimorphia),
zorrillos (Mephitidae), armadillos (Dasypodidae), conejos (Oryctolagus
cuniculus), ardillas (Sciurus vulgaris), iguanas (Iguana iguana) y
serpientes, cuyos ejemplares no se capturaron y no se sometieron a
ningtn procedimiento. La evaluacién de los factores de riesgo asociados
al serogrupo Shermani se presenta en el cuadro 4.
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Cuadro 4
Andlisis de regresion logistica binaria de las variables evaluadas en la poblacién
humana positiva para Leptospira spp. en remontas de seis municipios colombianos

Titwles = 1:100

Varlable n n (%) p OF. IC,..
Edad (afios) 0,008 1,1 0,1-1,2
37 18 544 4]
B-12 102 A0 (45.0)
213 7 22 (§6.6) +
Frecuencia de salida 008 1.0 0,112
Mo zale 15 3(20,0)
1 vez por semana e 633,37
2 veoes por 2emana 22 10 (45,4)
I weces por 2emana 42 27T (64,2)
4 veces por semana 46 30 (65,2
& veces por semana 10 F{30,0) +
Temperatura 0,000 07 06-0.8
Baja {17 *C] 41 34 (830§
Media {22 *C| 35 19 (54,3
Alta (24 'C| 7 26 (33,8 +
Almacenamiento de alimento 0,000 20,6 55408
concenirado
Malo B4 67 (79.7)
Buena B9 12(17.4] T
Prezenciz de fauna silvesire 0,051 33 10-0E
1] 136 75 (54,3 +
Mo 15 4 (26,6)

IC: intervalos de confianza, OR: razén de disparidad
+: Variables de las respuestas con un nivel de significacién de 0,05 %

Elserogrupo de mayor seroprevalencia para las remontas de Cali, Tulud
y Armenia, fue el Djasiman y los resultados del anélisis logistico binario
de la infeccién por dicho serogrupo se presentan en el cuadro 5.

Cuadro 5
Analisis de regresion logistica binaria de las variables asociadas con la
serorreaccién al serovar Djasiman en remontas de seis municipios colombianos

Thulos 2 11460

Varlable ] = P OFR Gy
Frecuencia de zalida 004 12 1L1-1F
Ho zale 15 4 [268,7)
| wez por EeMmana 18 & (333
2 vecesz por zemana 22 13 (59,1
3 vecesz por zemana 42 29 (69,0
4 vecesz por zemana 46 28 (601]
5 vecesz por zemana 10 T (70,0) +
Temperggura 0,001 0.8 0,709
Baja (17 *C| 41 2 (780
Media (22 #C] 35 2 (B0,0)
Alta (24 *C} i 34 (d4.1] +
Almacenamiento de alimento 0,000 85 25286
concentrado
Mala B4 &85 (77,3 +
Busno 5O 2 (h9

IC: intervalos de confianza, OR: razén de disparidad
+: Variables de las respuestas con un nivel de significacién de 0,05 %

Discusion

A pesar de que los reportes de la transmision de leptospiras patdgenas de
los caballos a otros animales y al ser humano son escasos, la seropositividad
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si es frecuente, con valores altos y titulos variables segun los diferentes
serotipos 19, lo cual se confirmé en el presente trabajo.

Algunos autores han sugerido que los caballos son huéspedes de
mantenimientoy tienen la capacidad de eliminar las leptospiras en la orina
durante largos periodos *¢. Sin embargo, se encontré que el 3,25 % del
personal ocupacionalmente expuesto en las remontas, tenfa anticuerpos
contra Leptospira spp. Esta baja frecuencia podria deberse a la prevencion
mediante barreras de proteccion personal al tener contacto con los
fluidos de los caballos y a las medidas de bioseguridad, cuya inobservancia

representa un riesgo de contraer la enfermedad 7,

En cuanto a la transmisibilidad, no se sabe si las condiciones de
supervivencia de las leptospiras en el riidn de los caballos alteran la
fisiologia de la bacteria reduciendo su patogenia, o si hay diferencias de
transmisibilidad entre machos y hembras, lo que no se comprobé dado

que no se incluyeron yeguas en el estudio '°.

La seroprevalencia contra Leptospira spp. en los caballos estudiados
(85 %) es una de las mas altas reportadas en el mundo. En Brasil, se
han registrado las siguientes seroprevalencias: en Sao Paulo, 54 % 2 en
Paraibano, 16,2 % %%, en Curitiba, 75,8 % 2>, en Rio de Janeiro, 47,8 %
8 y en Parana, 66,8 % 26 En Suecia, se ha registrado 27 % %, en Corea,
25 % ?, en Iran, 7,77 % %%, en Mongolia, 17,1 % 2 en Alemania, 17,2
% *, en Portugal, 37 % *', en Sudéfrica, 39,3 % *% en Australia, 35 %
3 y en Etiopia, 44 % 4 En la Sabana de Bogota, se ha registrado una
seroprevalencia de 40,4 % 34 en Santander, 66,7 % >, y en la regién del
Meta y Guaviare, 76,6 % 17,

En este caso, la alta serorreaccién frente a varios serovares podria
representar infecciones concomitantes y estar asociada con la frecuencia
en que los caballos estudiados salian de las instalaciones, ya que ello
favorece el contacto directo con otros caballos, y animales domésticos

y silvestres 5. Asimismo, las variadas condiciones de pastoreo y
confinamiento de los caballos podrian haber incrementado su exposicién
a leptospiras diseminadas por roedores, animales silvestres y otros
huéspedes de mantenimiento presentes en el suelo, los pastos y las fuentes
de agua™’.

En este estudio, predominé la presentacién subclinica de la
leptospirosis: a pesar de que se registré una alta seroprevalencia, los
caballos tenian una buena condicién corporal y no presentaban los
signos clinicos y los antecedentes caracteristicos de la leptospirosis en
los caballos adultos *° manejados bajo condiciones de confinamiento
>15 Asimismo, se encontraron titulos individuales de 1:800 o més en la
MAT, hallazgo que, ademds de la presencia de animales asintomaticos,
puede considerarse un indicativo de la presentacién endémica de la
leptospirosis en la poblacién caballar evaluada '. Teniendo en cuenta que
los caballos del estudio pertenecen a la Policia Nacional, se recomienda el
tratamiento antibidtico de los caballos positivos como medida de control
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de la infeccidn, estrategia que se ha empleado en Croacia en todos los

caballos utilizados para deporte y recreacién 3,

Algunos mamiferos silvestres pueden actuar como huéspedes de

2,3

mantenimiento de los serovares Djasiman y Shermani *>*, aspecto que

recientemente fue reportado en chigtiiros (Hydrochoerus hydrochaeris) de
la regién amazénica 37 El serovar Djasiman fue descrito por primera vez
en Indonesia y en el sudeste asitico, donde se vincul6 con leptospirosis

en turistas -, y también, se aislé de un feto canino abortado en Argentina

3 En este estudio, el serogrupo Djasiman fue el més frecuente en las

remontas de Cali, Tulud y Armenia, lo que coincide con reportes de

Sudéfricay Etiopia 432

En cuanto al serogrupo Shermani, varios autores sugieren que tiene

oca importancia en la epidemiologia de la leptospirosis 2>**3°, No
p p p g ptosp

obstante, los caballos de las remontas en las cuales se reportd la presencia
de especies silvestres, presentaron 3,3 veces mas probabilidad de ser
reactivos a este serogrupo en la prueba MAT. Este serogrupo también se

asoci6 con un caso de leptospirosis humana que curs6 con hemorragia

intraalveolar, lo cual es indicativo de un cuadro clinico grave 31

Laalta seroprevalencia del serogrupo Shermani en los caballos de mayor
edad de este estudio, sugiere su adaptacién a estos animales vy, tal vez,
la persistencia de los titulos durante muchos afios, por lo que existe la

posibilidad de que los caballos sean huéspedes de mantenimiento de este

serogrupo 26.

Algunos investigadores han reportado la presencia de leptospiruria
crénica, inclusive, a lo largo de toda la vida en los caballos 814 Asimismo,
con la inoculacién experimental de caballos con L. interrogans serovar
Kinnenwicki, se registré la presencia de leptospiremia (entre dos y seis
dias) y de leptospiruria (durante cuatro semanas) después de la infeccién,

lo cual indica que dichos animales podian diseminar la bacteria *”. En
el estudio se obtuvo el crecimiento de espiroquetas en el 65 % de los
urocultivos, pero no se puede descartar su ausencia en las muestras
negativas, porque la excrecién de la bacteria por la orina en los huéspedes

de mantenimiento es, en ocasiones, intermitente *. La gran proporcion
de urocultivos positivos (64,7 %) sugiere la persistencia de las bacterias en

los tibulos renales y la potencial importancia en su diseminacién 14 Sin
embargo, es conveniente hacer estudios complementarios en la poblacién
general de caballos, sobre todo teniendo en cuenta que en el presente
estudio la prueba de PCR fue negativa en todos los casos.

Los resultados divergen en cuanto al aislamiento de leptospiras de las
muestras de caballos mediante la técnica de PCR. Algunos investigadores

de Brasil obtuvieron resultados positivos en una PCR cuantitativa con el

gen SecY’ 4041 y, en una convencional, con el gen Lipl.32 8 Sin embargo,

otros autores, también en Brasil, no lo lograron utilizando una PCR

cuantitativa en caballos carretilleros 2%, resultados que concuerdan con los

del presente estudio y podrian relacionarse con fallas en el procedimiento

8

de cultivo o de lectura °, o con el hecho de que el muestreo no se hizo en
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la fase aguda de la infeccién ¥ o porque se desconocian las rutas naturales
de la infeccién en los caballos evaluados en este estudio (ya que, en una
investigacién previa, los animales infectados experimentalmente por via
subcuténea y ocular, no presentaron leptospiruria ni leptospiremia) 4,

asi como con la presencia de inhibidores de la PCR no detectados en la

muestra 10.

En un estudio en Colombia, se amplific6 el gen LipL32 a partir de
muestras de orina humana y de animales domésticos (cerdos y perros),
asi como de agua y macerado de riién de roedores sinantrépicos, y los
resultados sugirieron que se daba una transmisién de leptospiras entre los

animales, el ambiente y los humanos en la regién evaluada a2

Todavia no se ha verificado la idoneidad de los mecanismos celulares y
moleculares para establecer la patogenia de las leptospiras ®. La proteina
LipL32 representa hasta el 75 % de la membrana externa de las leptospiras
patdgenas y su estudio ha sido relevante, dada su localizacién, su
conservacion y su importancia en la reaccién inmunitaria de la bacteria, y
porque estd ausente en las leptospiras saprofitas 3,

El hecho de que no se detectara el ADN de los cultivos de espiroquetas
en el presente trabajo, podria relacionarse con la presencia de leptospiras
saprofitas. No obstante, la PCR de control de la extraccién reveld que las
muestras tenfan ADN bacteriano, por lo que también es posible que la
cantidad de leptospiras patégenas presentes en la orina fuera inferior a
100.000 bacterias/ml, cantidad necesaria para su deteccion con la prueba

de PCR convencional !°, Ademis, segin la Organizacién Mundial de
Sanidad Animal (OIE), el que no se detecte la presencia de leptospiras
en la orina de un animal no es suficiente para descartar la posibilidad de

que sea portador renal crénico y solo indica que el caballo no excretaba

cantidades detectables de leptospiras en el momento del examen 21

En futuros estudios, lo ideal seria usar una PCR cuantitativa o
técnicas diagndsticas que permitan la identificacién completa de cepas de
leptospira para establecer si son patdgenas o saprofitas, asi como la especie
de Leptospira a la que pertenece la cepa y su serogrupo o serotipo. Entre
dichas pruebas, se cuentan las de virulencia, de resistencia relativa a la 8-
azaguanina, de actividad de la lipasa, de tolerancia a la sal, asi como las de

temperaturay contenido de G+C en el ADN *, aspecto que no fue objeto
de esta investigacion.

Se puede concluir que la baja seroprevalencia de leptospirosis en el
personal ocupacionalmente expuesto aqui analizado, podria asociarse con
la implementacién de medidas de prevencion y el uso de elementos de
proteccion personal.

Por otra parte, la alta seroprevalencia contra leptospiras en los caballos
pone en evidencia la exposicion natural a las bacterias, puesto que ningtin
animal habfa sido vacunado. Asimismo, los altos titulos hallados, el
crecimiento de espiroquetas en el urocultivo y la presentacién subclinica
de la infeccidn, indican un comportamiento endémico de la leptospirosis
en la poblacién evaluada. Los hallazgos sugieren que los caballos pueden
comportarse como reservorios de las leptospiras, pero la dindmica de su



Juan Camilo Calderdn, et al. Caracterizacion epidemioldgica de la infeccion por Leptospira spp. en caballos de trabajo y en personas ocupaci...

mantenimiento, de su colonizacién persistente de los tubulos renales y de
la subsiguiente eliminacién de la bacteria por la orina, atin se desconoce,
por lo que es necesario hacer estudios sistemdticos de deteccién de
anticuerpos contra Leptospira spp. para establecer la exposicion, la
permanencia de titulos, la dindmica de los niveles de anticuerpos y los
serogrupos infecciosos, entre otros aspectos.
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