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ORIGINAL
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RESUMEN

Objetivo. Identificar los serovares mas frecuentes de Leptospira sp., por la técnica de Microaglutinacion
(MAT) en una poblacién de primates neotropicales, mantenida en condiciones de cautiverio, y evaluar
por microscopia de campo oscuro la presencia de espiroquetas en aguas para el consumo de los
animales. Materiales y métodos. Se realizé un estudio de prevalencia de punto en 65 monos
neotropicales, mediante la técnica de Microaglutinacién Macroscépica (MAT) usando un cepario de
referencia conformado por 21 serovares de Leptospira sp., y la observacion de espiroquetas en el
agua mediante microscopia de campo oscuro. Resultados. La seroprevalencia de Leptospira sp.,
en los monos neotropicales fue del 41.5% (27/65). Los serovares de Leptospira Autumnalis (25%),
Ranarum (22.9%), Icterohaemorrhagiae (12.5%), Pomona (12.5%) y Australis (10.4%) fueron los
mas aglutinados por los sueros. Los monos ardilla (Saimiri sciureus), lanudo (Lagothrix lagotricha) y
titi pielroja (Saguinus oedipus) fueron seronegativos. Se observaron espiroquetas en el agua evaluada.
Conclusiones. Se evidencia la circulacidon de Leptospira sp., en el zooldgico, siendo necesario la
implementacion de estrategias de vigilancia epidemioldgica activa y programas de promocion.

Palabras clave: Monos, seroprevalencia, zooldgico (Fuente: CAB).
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ABSTRACT

Objectives. To identify the most frequent serovars of Leptospira sp., in a captive neotropical primate
population using the Microagglutination test (MAT), and to evaluate the presence of spirochetes in
the drinking water of enclosures using dark-field microscopy. Materials and methods. A point
prevalence study was performed in 65 neotropical monkeys using the microagglutination test (MAT)
and 21 Leptospira sp., reference strains; observation of spirochetes in water was performed using the
dark-field microscopy. Results. The Leptospira sp., seroprevalence was 41.5% (27/65) in neotropical
monkeys. Leptospira serovars showing important agglutination were Autumnalis (25%), Ranarum
(22.9%), Icterohaemorrhagiae (12.5%), Pomona (12.5%) and Australis (10.4%). Squirrel monkey
(Saimiri sciureus), woolly monkey (Lagothrix lagotricha) and cotton-top tamarin (Saguinus oedipus)
had non-reactive sera. Spirochetes in drinking water of enclosures were observed. Conclusions. This
study shows evidence of the circulation of Leptospira sp., inside the zoo setting, revealing the need

of implementing active epidemiological surveillance strategies and educational programs.

Key words: Monkeys, seroprevalence, zoo (Source: CAB).

INTRODUCCION

La Leptospirosis es una enfermedad zoondtica
bacteriana de importancia y distribucidn
global (1). Presenta un comportamiento
endémico, pero se reportan brotes epidémicos
en varios continentes; siendo considerada una
enfermedad reemergente en la actualidad (1,2).
Las enfermedades infecciosas emergentes y
reemergentes tienen dos implicaciones bioldgicas
de importancia; en primer lugar, muchas especies
de vida silvestre son reservorios de patégenos
que amenazan la salud de las personas y de los
animales domésticos; y segundo, constituyen
una amenaza sustancial para la conservacion
de la biodiversidad global (3). Por lo tanto, su
investigacion puede beneficiar los esfuerzos en
la conservaciéon de la vida silvestre vy proveer
una conexion entre los estudios seroldgicos vy
la necesidad de la deteccién, identificacién y
vigilancia epidemioldgica oportuna de estas
enfermedades (4,5).

En la cadena epidemioldgica de la leptospirosis
participan hospederos de mantenimiento y
hospederos definitivos (5). Los primeros se
definen como las especies animales en las cuales
la infeccion es endémica, usualmente transmitida
de individuo a individuo por contacto directo. A
diferencia, los hospederos accidentales (como el
hombre) se infectan por contacto indirecto por
contaminacion ambiental con orina de animales
infectados (1). Esta Ultima via se presenta
a través de la ingestiéon de agua o alimento
contaminado, y por contacto con mucosas o la

piel (2).

Es poco frecuente el reporte de leptospirosis
en primates no humanos y por lo tanto,
la presentacion de la enfermedad ha sido
poco estudiada (6), a pesar de que se ha

comprobado que actlan como portadores
renales del patdgeno, lo cual los convierte en
un riesgo para los animales de zooldgicos y de
laboratorio, al igual que para los trabajadores,
los veterinarios y los demas primates (7,8).
Los sintomas de leptospirosis observados en
infecciones naturales de primates generalmente
son leves, pasan desapercibidos; limitandose
a respuestas febriles, conjuntivitis e inquietud
(9). Por otra parte, la respuesta humoral es
detectada sdlo en periodos cortos de tiempo
(7). Sin embargo, en condiciones de cautiverio,
el fragil equilibrio entre los agentes infecciosos
y los hospederos se rompe, debido a problemas
como la desnutricidn y el estrés crénico (fruto
de ambientes inadecuados, totalmente distintos
a los ambientes naturales), el desconocimiento
de las necesidades basicas de las diferentes
especies, la limitacién espacial que los puede
predisponer a una reinfecciéon, asi como, las
alteraciones organicas y del comportamiento, que
favorecen el establecimiento de enfermedades
y el desarrollo de cuadros clinicos mas severos
(4,6,9).

A pesar de estas limitaciones, los zooldgicos
ofrecen oportunidades para el estudio de la
leptospirosis en situaciones controladas y
son fuente importante de informacién para la
investigacion epidemioldgica de enfermedades
transmisibles (8). Teniendo en cuenta la
escasa informacion sobre la epidemiologia de
la leptospirosis en poblaciones silvestres en
zoologicos colombianos, el presente trabajo
tuvo como objetivo realizar una evaluacion
serolégica para establecer los serovares mas
frecuentes de Leptospira sp., por la técnica de
microaglutinaciéon (MAT), en una poblacion de
primates neotropicales mantenida en condiciones
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de cautiverio y evaluar por microscopia de campo
oscuro la presencia de espiroquetas en aguas de
bebida de los animales.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion. El zooldgico de Matecaina se
encuentra localizado en la ciudad de Pereira,
departamento de Risaralda, Colombia. El
municipio se encuentra a 4°49 minutos de
latitud norte y 75°45 minutos de latitud oeste
de Greenwich, con una temperatura promedio
de 21°C.

Primates no-humanos. La poblacion de primates
neotropicales evaluados esta conformada por 65
individuos, pertenecientes a nueve especies
taxondmicas: Ateles fusciceps, Cebus albifrons,
Cebus apella, Cebus capucinus, Saimiri sciureus,
Ateles hybridus, Lagothrix lagotricha, Saguinus
oedipus y Saguinus leucopus.

Normas de ética. El estudio fue aprobado por el
Comité de Etica de la Universidad de Caldas y contd
con el consentimiento informado para la toma de
las muestras.

Muestras sanguineas de los primates. Los
monos neotropicales fueron sometidos a un
procedimiento de contencidon quimica, utilizando
como protocolo anestésico una mezcla de Ketamina
(10 mg/kg) y Xilacina (1mg/kg) via intramuscular.
Se siguio el pulso, la frecuencia respiratoria
y cardiaca, la relajacion muscular, analgesia,
reflejos (palpebral, corneal, interdigital y genital)
cada 10 minutos. La vena de elecciéon para la
colecta, cantidad de sangre y el tamafio de la
aguja, se seleccion6 de acuerdo con la edad vy la
masa corporal de cada animal. Las muestras de
sangre fueron tomadas con tubo Vacutainer sin
anticoagulante, luego de un reposo de 10 minutos
se centrifugaron a 3000 rpm durante cinco minutos
y el suero obtenido se almacend a -20°C hasta su
procesamiento en el laboratorio.

Muestreo y analisis del agua. Se tomaron 10
ml de agua de los bebederos de cinco locaciones
de monos neotropicales y una muestra del tanque
distribuidor del zooldgico Matecafia, las cuales
fueron analizadas mediante microscopia de campo
oscuro.

Técnica de Microaglutinacion MAT. El
procesamiento de las muestras se efectud en el
laboratorio de Diagndstico de Leptospirosis de
la Universidad del Valle (Cali); laboratorio que
participa en el control externo de la MAT realizado
por la Sociedad Internacional de Leptospirosis. El
mantenimiento de las cepas y el manejo de la técnica
se realizd bajo los parametros convencionales (10),
utilizando un cepario de referencia suministrado por
el Laboratorio Internacional de Referencia para el
Diagndstico de la Leptospirosis del Royal Tropical
Institute, Amsterdam (Holanda).

Los 21 serovares de Leptospira evaluados fueron:
Bataviae, Mini, Autumnalis, Sutumnalis, Canicola,
Shermani, Icterohaemorrhagiae, Cynopteri,
Australis, Celledoni, Gryppotyphosa, Hebdomanis,
Javanica, Manhao, Pomona, Pyrogenes, Sejroe,
Tarassovi, Bataviae, Patoc, Hurstbridge y Djasiman.
Se consideraron como positivos los sueros con
titulos >1:50. Se determind el titulo de anticuerpos
utilizando microscopio de campo oscuro, objetivo
25X, cuando al comparar con un control de
antigeno, el 50% o una proporcion mayor de las
leptospiras estaban aglutinadas en una dilucion del
suero entre 1:50y 1:3200.

Analisis estadistico. Se utilizd el paquete
estadistico Epidemiology Program Office Epi Info™
version 6.

RESULTADOS

La seroprevalencia de Lectospira sp., en la
poblacién de primates neotropicales evaluados
fue del 41.5% (27/65). Los monos neotropicales
mono ardilla (Saimiri sciureus), mono lanudo
(Lagothrix lagotricha) vy titi pielroja (Saguinus
oedipus) fueron seronegativos (Tabla 1).

Tabla 1. Especies de primates neotropicales evaluados y serovares seroreactivos en el Zooldgico Matecana, Pereira, Colombia.

Sueros

Primates Serovares reactivos
Pos Exa
Ateles fusciceps (Mono arafia negro) 6 19 Autumnalis, Canicola, Celledoni, Icterohaemorrhagiae, Lau, Patoc Pomona.
Ateles hybridus (Mono cornudo) 2 6 Autumnalis, Icterohaemorrhagiae
Cebus apella (Mono capuchino) 7 14 Australis, Autumnalis, Ranarum, Sarmin
Cebus capucinus (Mono cariblanco) 1 3 Australis, Autumnalis, Ranarum
Cebus albifrons (Mono ardilla) 6 6 Australis, Autumnalis, Cynopteri, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Ranarum
Saimiri sciureus (Mono arafa mulato) 0 4
Lagothrix lagotricha (Mono lanudo) 0 2
Saguinus oedipus (Titi piel roja) 0 6
Saguinus leucopus (Titi gris) 5 5 Cynopteri, Ranarum
Total 27 65

Pos = Positivos; Exa = Examinados
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Tabla 2. Frecuencia de aglutinacion anti-Leptospira sp. en sueros de primates en cautiverio del Zooldgico

Matecafia, Colombia, 2010.

Serovar TiTuLO %
50 100 200 400 800 >1600 Total
Australis 04 00 01 00 00 00 05 10.4
Autumnalis 07 04 00 01 00 00 12 25
Bataviae 00 00 00 00 00 00 00 0
Canicola 00 00 01 00 00 00 01 2.1
Celledoni 00 00 00 00 00 00 00 0
Cynopteri 02 00 02 00 00 00 04 8.3
Djasiman 00 00 00 00 00 00 00 0
Gryppotyphosa 00 00 00 00 00 00 00 0
Hebdomanis 00 00 00 00 00 00 00 0
Hursbridge 00 00 00 00 00 00 00 0
Icterohaemorrhagiae 01 00 02 01 01 01 06 12.5
Lau 00 00 01 00 00 00 01 2.1
Mini 00 00 00 00 00 00 00 0
Manhao 00 00 00 00 00 00 00 0
Panama 00 00 00 00 00 00 00 0
Pomona 01 02 00 01 01 01 06 12.5
Ranarum 05 06 00 00 00 00 11 22.9
Sarmin 01 00 00 00 00 00 01 2.1
Serjoe 00 00 00 00 00 00 00 0
Shermani 00 00 00 00 00 00 00 0
Patoc 01 00 00 00 00 00 01 2.1
Total 22 12 07 03 02 02 48 100
% 45.8 25 14.6 6.2 4.2 4.2

Los serovares de Leptospira Autumnalis (25%),
Ranarum (22.9%), Icterohaemorrhagiae
(12.5%), Pomona (12.5%) y Australis (10.4%)
fueron los mas aglutinados por los sueros de los
primates neotropicales (Tabla 2).

DISCUSION

No fue posible determinar las vias de transmision
y las fuentes de infeccién relacionadas con la
presencia de animales positivos para Leptospira
sp., en el zooldgico Matecafia. Sin embargo,
de las seis muestras de agua evaluadas por
microscopia de campo oscuro, en tres de éstas
se visualizaron formas microscdpicas compatibles
con Leptospira sp., pero por la baja especificidad
de la técnica, no fue posible establecer con
certeza su naturaleza patdgena o saprofita
(2). Este hallazgo sugiere que es necesario
realizar evaluaciones complementarias para
dilucidar su clasificacién, teniendo en cuenta
que las leptospiras patégenas pueden sobrevivir
en agua por muchos meses, dependiendo de
la temperatura, el pH, la salinidad o el grado
de contaminacién (11). Asimismo, trabajos
realizados en aguas de lagos del zoolégico de la
Plata (Argentina) demostraron la presencia de
leptospiras, haciendo evidente el papel del agua
en la epidemiologia de la enfermedad (12).

Es importante resaltar que en el afio 2007 en
el zooldgico Matecafia se presenté un brote de

leptospirosis en animales y en el personal; por
lo tanto, la alta seroprevalencia de punto de
leptospirosis encontrada (41.5%) en este estudio
indica que los primates evaluados estuvieron
expuestos a la infeccidn por Leptospira sp., y que
existe un riesgo de transmision a las especies
susceptibles, incluidos los operarios responsables
de su cuidado; teniendo en cuenta que se ha
sugerido su papel como portadores renales del
patdégeno (13).

La seroprevalencia fue superior a la reportada en los
zooldgicos de Rio de Janeiro y de Aracaju (6, 8), asi
como a la encontrada en 286 muestras de Cebus
apella (16.1%) capturados en un ambiente natural
del estado de Tocantins, Brasil (14); e inferior a la
detectada en el zooldgico de Sao Paulo del 65%
(13/21) (15). Estas diferencias se pueden deber a
factores relacionados con el agente, los hospederos,
el ambiente, el manejo y a caracteristicas propias
de la técnica MAT.

Los titulos de los sueros evaluados para los distintos
serovares de Leptospira interrogans, variaron entre
1:50y 1:1600 (Tabla 2). Predominaron los titulos
bajos de 1:50 (45.8%), lo que sugiere, que sdélo
hubo o hay infeccidn y el titulo de inmunoglobulinas
en el momento del examen corresponde a un punto
de la curva de anticuerpos. Asimismo, los animales
portadores de un serovar presentaron titulos bajos.
La MAT detecta especialmente inmunoglobulina
IgM, lo cual indica infeccidn inicial y por consiguiente
no siempre estan correlacionados con los signos
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clinicos, los cuales muchas veces se presentan
cuando los niveles de IgM han descendido.

Los titulos seroldgicos 2100 (54.2 %) evidencian
que los animales padecieron la enfermedad o que la
infeccion esta en curso. Los titulos 21600 (4.2%),
pueden indicar una infeccion activa, sin presentar
manifestaciones clinicas, siendo viable también la
eliminacién del agente por la orina (9). En este caso
es necesario realizar estudios complementarios con
el fin de confirmar el diagndstico mediante técnicas
como el aislamiento, tipificacién y analisis molecular
e implementar el tratamiento respectivo.

Las investigaciones seroldgicas sobre la leptospirosis
en primates neotropicales en cautiverio han
presentado resultados variables. Los serovares de
Leptospira sp., mas frecuentemente encontrados
en primates de Brasil fueron Castellonis,
Copenhageni, Grippotyphosa (15), resultados
diferentes a los hallados en el presente estudio,
en donde predominaron Autumnalis, Ranarum,
Icterohaemorrhagiae, Pomona y Australis, que
evidencian la presencia de leptospiras patdgenas
en zooldgicos.

Se ha descrito un amplio rango de reservorios de
los serovares Autumnalis y Australis como roedores
silvestres, prociénidos (mapache), mustélidos
(comadreja y zorrillo), roedores sinantrépicos
(Rattus norvegicus, Rattus rattus, Mus musculus),
porcinos y bovinos (16). En este caso, las
condiciones de cautiverio que favorecen el contacto
estrecho entre animales con origenes ecoldgicos y
antecedentes epidemioldgicos disimiles, pueden
contribuir a la exposiciéon de los animales con
diferentes serovares (17).

El serovar Icterohaemorrhagiae ha sido
frecuentemente identificado en estudios
serolégicos en casos confirmados y probables
de leptospirosis en seres humanos en Colombia
(18,20). Asimismo, la infeccidn por éste serovar ha
sido comprobada por serologia y genotipificacion
en un brote de leptospirosis severa en monos
capuchinos confiscados y mantenidos en un centro
de rehabilitacion de fauna silvestre colombiano (21).
El serovar Icterohaemorrhagiae fue aislado de 3
casos fatales de leptospirosis presente en macacos
de Gibraltar en cautiverio (Macaca sylvanus) en
el parque zooldgico Nacional de Washington, D.C.
(13), siendo descrito ademas en varias especies de
mamiferos en el zooldgico de Rio de Janeiro (17).

Estos hallazgos permiten sugerir que a pesar
de que los primates evaluados en el presente
trabajo tienen habitos arboricolas en su medio
natural, se ven forzados a tener mayor contacto
con el piso de las instalaciones, debido a las
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condiciones de cautiverio; aumentando el riesgo
de contacto con roedores, o con ambientes
y alimentos contaminados con su orina (21),
convirtiéndose en una fuente de infeccion de este
serovar, teniendo en cuenta que los roedores,
especialmente los sinantropicos como la rata
parda (Rattus norvergicus), son reservorios
importantes (8).

Como medidas de control se pueden implementar:
la utilizacion de barreras fisicas que eviten el ingreso
de los roedores, mejorar el manejo de los restos
de alimentos en los recintos, suministrar el agua
en recipientes localizados en estructuras elevadas,
proporcionar suficientes plataformas para que los
animales descansen, limpiar frecuentemente el
piso de las instalaciones, recubrimiento del piso
con cemento para evitar acumulaciones de agua,
y mantenimiento preventivo de instalaciones, entre
otras medidas (21).

La alta seroprevalencia de Leptospira sp., en el
presente estudio sugiere que se deben incluir
los primates no humanos en los programas de
vigilancia epidemioldgica activa de la infeccidon en
poblaciones silvestres mantenidas en condiciones
naturales y en cautiverio; debido a que los
médicos veterinarios por lo general asumen que
los monos no son susceptibles a la infeccion por
Leptospira; apreciacion que puede conducir a
diagnosticos y tratamientos errados .

Adicionalmente, la infraestructura de los
zooldgicos puede ser propicia para la sobrevivencia
de Leptospira sp., en el ambiente, como
consecuencia de la presencia de areas adyacentes
muy arborizadas, que en ocasiones entorpecen la
entrada de la radiacién solar a los recintos de los
animales, o mantienen una humedad elevada;
especialmente en los periodos de verano y de
alta pluviosidad, siendo comun la formacion de
charcos de agua en las instalaciones, aspecto
que es importante controlar (22).

Finalmente se evidencid la circulacién de
Leptospira sp., en los primates neotropicales del
zooldgico Matecafia; siendo necesario fortalecer
los programas de promocion y prevencion de
la leptospirosis para evitar la transmisién de
la infeccion a otras especies animales y a los
funcionarios.
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