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RESUMEN

La leptospirosis es una enfermedad zoonética e infecciosa de distribucion mundial,
causada por bacterias patégenas del género Leptospira. Estas bacterias colonizan los
tubulos contorneados renales proximales de mamiferos, desde donde se excretan por la
orina, lo que facilita la transmision de la enfermedad. Los roedores son los animales
asintomaticos que mas diseminan la enfermedad y es, por esta razén, que en el sur de
Chile la prevalencia de leptospirosis seria alta en diversos hospedadores mamiferos,
entre ellos el caballo. La infeccién en caballos puede ser asintomatica, causar signos
leves, cuadros sistémicos y reproductivos. No obstante, surge la necesidad de conocer
el estado actual de seroprevalencia de leptospirosis en el caballo, considerando variables
bioldgicas.

El presente estudio analitico transversal tuvo por objetivo describir la seroprevalencia de
leptospirosis segun edad y sexo, determinar si existen diferencias significativas e
identificar los serovares y titulos de anticuerpos mas frecuentes en caballos Fina Sangre
de Carrera (FSC) del Club Hipico de Concepcion.

Se obtuvieron muestras de sangre de 70 caballos FSC, seleccionados aleatoriamente
segun la variable edad, 2 y = 3 afos; y la variable sexo. Estas muestras fueron analizadas
mediante la prueba de aglutinacion en microplaca (microMAT), estudiando ocho
serovares para llegar al diagndstico seroldgico con titulos de anticuerpos de 1:100-1:200
y 21:400. Los resultados se obtuvieron mediante estadistica descriptiva y prueba de Chi
cuadrado.

Se estim6 una seroprevalencia general de 45,7%. Asimismo, la prevalencia entre los dos
grupos etarios estudiados fue de 46,9 y 44,7%, respectivamente. Por otro lado, la
prevalencia entre sexos fue de 47,5 y 43,3 para machos y hembras, respectivamente. No
se establecieron diferencias significativas entre las dos edades estudiadas (P = 0,86), asi
como tampoco respecto de la variable sexo (P = 0,73). El serovar mas frecuente fue
Tarassovi (75%), Grippotyphosa (21,9%) y Hardjo (3,1%). Ademas, los titulos de
anticuerpos mas frecuentes fueron 1:400 (43,8%) y 1:800 (28,1%), lo que confirma la
presencia de infeccion reciente o activa.

Palabras claves: Seroprevalencia, Leptospirosis, Caballos Fina Sangre de Carrera,
microMAT.
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ABSTRACT

Leptospirosis is a worldwide zoonotic and infectious disease caused by a pathogenic
bacterium of the genus Leptospira. These bacteria colonize the proximal renal convoluted
tubules of mammals for the excretion of virulent bacteria in the urine, which facilitates the
transmission of the disease. Rodents are the asymptomatic animals that spread the
disease the most. For this reason, in southern Chile the prevalence of leptospirosis is high
in various host mammals, including horses. The infection in horses can be asymptomatic,
cause mild signs, or cause systemic and reproductive symptoms. Nevertheless, there is
a need to know the current state of seroprevalence of leptospirosis in horses, considering
biological variables.

The aim of this cross-sectional analytical study was to describe the seroprevalence of
leptospirosis according to age and sex, determine if there are significant differences and
to identify the most frequent serovars and antibody titers in Thoroughbred horses from
Club Hipico de Concepcion.

Blood samples were obtained from 70 Thoroughbred horses, randomly selected
according to the age variable, 2 and = 3 years old; and the sex variable. These samples
were analyzed by the microplate agglutination test (microMAT), studying eight serovars
to reach the serological diagnosis with antibody titers of 1:100-1:200 and =1:400. The
results were obtained by using descriptive statistics and the Chi square test.

The seroprevalence of leptospirosis in this study was 45.7%. In addition to this, the
prevalence between the two age groups studied was 46.9 and 44.7%, respectively. On
the other hand, the prevalence between sexes was 47.5 and 43.3% for males and
females, respectively. There are no significant differences between the two ages studied
(P = 0,86), nor with respect to the sex variable (P = 0,73). The most frequent serovars
were Tarassovi (75%), Grippotyphosa (21.9%) and Hardjo (3.1%). Moreover, the most
frequent antibody titers were 1:400 (43.8%) and 1:800 (28.1%), confirming the presence
of recent or active infection.

Keywords: Prevalence, Leptospirosis, Thoroughbred horses, microMAT.



1. INTRODUCCION

1.1. LEPTOSPIROSIS

1.1.1. Definicidn y distribucién

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa y zoonoética de distribucion mundial,
causada por serotipos patdégenos del género Leptospira (Haake y Levett, 2015). La
enfermedad esta diseminada en todos los continentes, excepto en la Antartida, y es
reconocida cada vez mas en zonas urbanas y rurales de paises industrializados (Adler y

de la Pefia Moctezuma, 2010).

1.1.2. Etiologia

La Leptospira es una bacteria espiroqueta Gram negativa, aerobia obligada, de
aproximadamente 0,1 p de didmetro y 6-20 u de longitud, la cual puede ser visualizada
en microscopio de campo oscuro, plata o coloracién fluorescente (Aranzazu et al., 2020).
El género Leptospira se ha dividido en tres grupos segun su patogenicidad: especies
saprofitas, especies de patogenicidad intermedia y especies patégenas (Md-Lasim et al.,
2021). Por otra parte, el serovar es la unidad donde se catalogan las diferentes especies,
teniendo cada una conformacién antigénica diferente. Actualmente existen mas de 300
serovares, que se han clasificado en unos 32 serogrupos segun su homologia antigénica
(Caimi y Ruybal, 2020). En cada area geogréfica del mundo existe una prevalencia y
distribucion de ciertos serovares, los cuales fueron determinados por la ecologia del lugar
y varian entre diferentes paises, e incluso entre regiones dentro de un pais (Acha y
Szyfres, 2003).

1.1.3. Patogenia

La enfermedad se manifiesta como una infeccion renal crénica que afecta a humanos,
mamiferos domeésticos y silvestres, los cuales son considerados como reservorios. Esta
infeccion renal consiste en una colonizacion de los tubulos proximales que provoca la
excrecion de Leptospira spp. virulentas en la orina (Bharti et al., 2003), las cuales son
capaces de sobrevivir en suelos contaminados durante varios meses (Bierque et al.,
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2020), especialmente en climas humedos subtropicales y tropicales (Adler y de la Pefia
Moctezuma, 2010).

Los animales se infectan por transmisién horizontal, ya sea por contacto directo, via
inhalatoria o a través de las mucosas y heridas; y de forma indirecta por exposicion a
fomites como el agua, suelo y alimentos contaminados (Troncoso et al., 2013). También
se ha demostrado que la Leptospira puede transmitirse de forma vertical, de madre a feto
(Adler y de la Pefia Moctezuma, 2010). Por otro lado, el ser humano se puede infectar
accidentalmente por factores como bajo niveles de higiene, saneamiento inadecuado,
aguas contaminadas en las viviendas y por trabajos con animales (Ganoza et al., 2010).
No obstante, la infeccion por Leptospira spp. varia segun la especie y el serovar
bacteriano (Levett, 2001).

1.1.4. Signos clinicos

Los animales reservorios naturales y portadores de Leptospira spp., como ratas y otros
roedores, no manifiestan ningun signo evidente y eliminan las bacterias virulentas de su
organismo por completo, con excepcion de los tubulos renales (Haake y Levett, 2015).
Sin embargo, algunos animales sintomaticos son menos capaces de controlar la
infeccion, lo que puede conllevar a consecuencias leves y a dafios en los tejidos (Ganoza
et al., 2010), pero también puede ocurrir hemorragia pulmonar y la muerte por signos
graves como meningitis e ictericia (Levett, 2001). Por otro lado, la capacidad de las
Leptospira spp. para atravesar la placenta puede provocar un aborto espontédneo en las
hembras (Bharti et al., 2003). Por consiguiente, los roedores son los principales
diseminadores de la enfermedad, debido a su condicion de portadores asintomaticos (Lau
et al., 2010; Nakamura et al., 2013), y también porque contaminan el agua de regadio y
de desagiie (Reis et al., 2008).

1.2. LEPTOSPIROSIS EQUINA

1.2.1. Transmision de la enfermedad

La infeccidon en los equinos ocurre por el consumo de agua contaminada con Leptospira

spp. y por contacto con la orina u otros fluidos de animales infectados. Estas bacterias

pueden entrar al organismo a traves de las mucosas, abrasiones en piel y por via
2



transplacentaria hasta finalmente llegar y colonizar los tubulos renales (Khalili et al.,
2020). Por otra parte, se propuso el contagio sexual como otra via de transmision de la
enfermedad ya que se encontrd la presencia de ADN de Leptospira spp. en semen de
equino (Hamond et al., 2013).

1.2.2. Signos Clinicos

La manifestacion clinica en su forma mas leve se caracteriza por fiebre, letargia y
anorexia, pero en su forma mas grave se caracteriza por sufusion conjuntival, ictericia,
anemia, hemorragias petequiales en mucosas e insuficiencia hepatica. También puede
ocurrir insuficiencia renal, especialmente en los potros, y en hembras gestantes puede
ocurrir abortos, mortinatos y placentitis (Timoney et al., 2011). Sin embargo, los signos
que normalmente se han observado incluyen hematuria, fiebre, ictericia, anorexia, uveitis
y dificultad respiratoria (Yan et al., 2010). Por otro lado, existen diferencias en los signos
ya que la leptospirosis ictérica clasica ocurre principalmente en potros y es
comparativamente rara en caballos adultos (Timoney et al.,, 2011). No obstante, el
desarrollo de la enfermedad en equinos se presenta en raras ocasiones (Malalana, 2019).
Estudios histopatologicos en rifiones de caballos jévenes han logrado demostrar la
formacion de petequias e infiltracion linfocitica en los tubulos proximales y glomérulos
(Bernard, 1993). También se ha reportado que el serovar Pomona, al alojarse en dichos

organos ocasiona fiebre e insuficiencia renal aguda (Verma et al., 2013).

1.2.3. Diagnéstico

El diagndstico clinico se realiza mediante pruebas de laboratorio con métodos directos o
indirectos (Céspedes, 2005). Por un lado, los métodos directos mas comunes son la
Inmunofluorescencia y la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), los cuales se
caracterizan por detectar antigenos de Leptospira spp. en tejidos y fluidos corporales. Por
otro lado, los métodos indirectos mas comunes son ELISA, Hemoaglutinacién Indirecta
(HAI) y la Prueba de Aglutinacion Microscopica (MAT), los cuales se caracterizan por
detectar anticuerpos especificos en el suero (Pérez et al., 2015).

Aungue los métodos de cultivo sirvan para detectar la enfermedad, no son de gran utilidad

clinica porque son de alta complejidad, baja sensibilidad y tardan semanas en tener listo



los resultados (Perret et al., 2005). Asi mismo, la técnica de biologia molecular como PCR
puede ser una alternativa conveniente en conjunto con cebadores que permitan
discriminar a nivel de género o que son especificos para Leptospira spp. patdégenas (Adler
y de la Pefia Moctezuma, 2010), pero esta alternativa no esta ampliamente disponible
(Perret et al., 2005).

No obstante, la deteccion de anticuerpos especificos por medio de la prueba de
aglutinacion microscopica (MAT) sigue siendo la técnica de referencia internacional para
la confirmacion de la enfermedad (Organizacion Mundial de Sanidad Animal, OMSA,
2021) por su alta especificidad y porque diagnostica el serovar infectante. Sin embargo,
la sensibilidad del MAT es variable y depende del nimero de serovares incluidos en el
panel (Levett, 2001), entonces se considera confirmatorio de infeccion aguda por
Leptospira spp. cuando existe un incremento de titulos de anticuerpos en al menos cuatro
veces entre dos muestras. Por otro lado, es importante sefialar que en casos de aborto
por Leptospira spp., la MAT en fluidos fetales y suero materno suele dar un titulo muy
alto y es diagnostica (Donahue y Williams, 2000).

Actualmente se esté utilizando una técnica serologica similar a la MAT, pero més segura
y practica de utilizar, llamada prueba de microaglutinacién en placa (microMAT). Esta
técnica seroldgica consiste en la deteccidn por microscopia de campo oscuro de
anticuerpos especificos contra antigenos de Leptospira spp. patbgenas mediante una
reaccion de aglutinacion en microplaca. De esta forma, se resguarda la seguridad del
operario ya que se evita la exposicion a bacterias vivas, como ocurre en la MAT cuando
se tiene que extraer una gota suero-problema y colocarla en un portaobjeto para
observarla a microscopia. Ademas, la técnica microMAT posee mayor sensibilidad en
comparacion a la MAT y se ha demostrado un nivel de concordancia mayor al 96% entre
los resultados obtenidos mediante la utilizacion de microMAT y de MAT (Tapia, 2014).

1.3. LEPTOSPIROSIS EN CHILE

1.3.1. Ambiente susceptible y cifras de infeccién en animales

El sur de Chile presenta varias caracteristicas que facilitan la presencia y persistencia de

Leptospira spp. patdogenas en los hospedadores y el ambiente: a) la presencia de fauna

silvestre que podria servir como reservorio potencial (Llanos et al., 2019); b) la presencia
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de animales domésticos criados de forma semiextensiva o0 extensiva, lo que facilita el
contacto con especies silvestres (Salgado et al., 2014; Salgado et al., 2015); c) la
abundancia de humedales como pantanos, arroyos, estanques, remansos Yy cursos de
agua (Ojeda et al., 2018).

Por este motivo, la enfermedad se ha estudiado en regiones del sur de Chile mediante la
Prueba de Aglutinacion Microscopica (MAT), en donde se describen cifras altas de
infeccidn por Leptospira spp.: 37% en perros, 88,7 a 91,7% en bovinos, 24,9% en ovinos,
7,1% en equinos, 69,9% en porcinos y 47,2% en roedores silvestres. De esta manera, se
han determinado serovares predominantes en relacibn con cada especie animal,

pudiendo existir cruce de serovares entre especies animales (Zunino y Pizarro, 2007).

1.3.2. Estudios previos de leptospirosis equina

Segun una revision bibliografica sobre la leptospirosis en caballos, en Chile la
leptospirosis equina fue descrita inicialmente por Mufioz en 1966, quien demostré una
gran variedad de serovares. En 1975, los investigadores Zamora, Kruze y Riedemann,
descritos en dicha revision bibliogréfica, describieron la presencia de anticuerpos contra
Leptospira en una poblacién animal sintomatica y asintomatica (Wegmann,1983).

No obstante, el primer trabajo de prevalencia de leptospirosis equina fue realizado por
Apablaza (1989) con equinos mestizos en una unidad militar de Concepcion en donde la
prevalencia fue del 96,68% para L. icterohaemorrhagiae, L. tarassovi, L. bataviae, L.
sejroe, L. autumnalis, L. ballum, L. grippotyphosa, L. hardjo y L. wolffi.

Esto sirvid para el desarrollo de mas trabajos de investigacion, los cuales actualmente
siguen siendo escasos Yy necesitan actualizarse. Sin embargo, estas investigaciones han
servido para determinar serovares de leptospirosis equina mas frecuentes en algunas
localidades, por ejemplo: Ballum y Canicola en la region Metropolitana (Tapia, 2014);
Autumnalis, Bratislava y Canicola en la comuna de Linares (Troncoso et al., 2013);
Canicola, Ballum e Icterohaemorrhagiae en la comuna de Los Angeles (France, 2015); y
Autumnalis, Ballum y Canicola en la comuna de Valparaiso (Gonzéalez, 2016). Por otra
parte, estudios de seroprevalencia en caballos de trabajo urbano determinaron que el
serovar mas frecuente fue Ballum seguido de Canicola, mientras que en el grupo de

caballos de trabajo del ejército fue Autumnalis seguido de Ballum (Tadich et al., 2016).



Ademas, otros estudios previos sefalaron que la segregacion animal parece influir en la
prevalencia de la enfermedad. Un estudio en caballos jugadores de polo en la zona
centro-sur de Chile determind una seroprevalencia general de leptospirosis de 48% y
atribuy6 este resultado a numerosos transportes durante la vida deportiva de estos
ejemplares lo que aumentaria el riesgo de contagio, tanto directo como indirecto (Bay-
Schmith, 2004). Por otro lado, la prevalencia de leptospirosis en una poblacién de equinos
de tiro urbano habitantes de distintas localidades de la region metropolitana de Chile
alcanz6 un 33,3%, resultado que explicaria el escaso contacto entre los individuos de
esta muestra (Tapia, 2014). Anteriormente, la prevalencia de leptospirosis en caballos
Fina Sangre de Carrera realizado en el Club Hipico de Concepcion alcanz6 un 45,63%,
resultado que podria atribuirse al confinamiento de estos animales en ambientes que

eventualmente podrian cohabitar huéspedes sinantrépicos (Roa, 2007).

1.4. PLANTEAMIENTO DE LA PREGUNTA DE INVESTIGACION

En relacion con los antecedentes expuestos, surge la necesidad de conocer el estado
actual de seroprevalencia de leptospirosis en caballos Fina Sangre de Carrera en el Club
Hipico de Concepcién, Chile, considerando las variables edad y sexo. Para ello nos
planteamos la siguiente pregunta investigativa:

¢ Existen diferencias en la seroprevalencia de leptospirosis en caballos Fina Sangre de
Carrera de diferentes sexos que recién ingresan a un hipédromo (dos afios), respecto de

aguellos que tienen un mayor tiempo de residencia (mayores o iguales a tres afios)?



2. HIPOTESIS

2.1. Hipdtesis 1

Hipétesis nula (Ho): No existen diferencias significativas en la seroprevalencia de
leptospirosis entre dos grupos de caballos Fina Sangre de Carrera segun edad.
Hipétesis alterna (Hi): Existen diferencias significativas en la seroprevalencia de

leptospirosis entre dos grupos de caballos Fina Sangre de Carrera segun edad.

2.2. Hipétesis 1’

Hipotesis nula (Ho'): No existen diferencias significativas en la seroprevalencia de
leptospirosis entre dos grupos de caballos Fina Sangre de Carrera segun sexo.
Hipotesis alterna (H1'): Existen diferencias significativas en la seroprevalencia de

leptospirosis entre dos grupos de caballos Fina Sangre de Carrera segun sexo.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Estimar la frecuencia de presentacion de sueros positivos a ocho serovares de
Leptospira spp. en caballos Fina Sangre de Carrera y su relacion con variables

bioldgicas.

3.2. Objetivos especificos

Describir la seroprevalencia de leptospirosis segun las variables edad y sexo en
caballos Fina Sangre de Carrera.

Determinar si existen diferencias significativas de la seroprevalencia con las variables
edad y sexo de caballos Fina Sangre de Carrera.

Identificar serovares vy titulaciones de anticuerpos mas frecuentes en caballos Fina
Sangre de Carrera.



4. MATERIAL Y METODO

4.1. DISENO DE ESTUDIO

4.1.1. Tipo de estudio
El presente estudio es de tipo analitico de corte transversal sobre seroprevalencia de

leptospirosis en caballos Fina Sangre de Carrera.

4.1.2. Poblacion de estudio

La poblacion de estudio esta constituida por una muestra de caballos de raza Fina Sangre
de Carrera residentes del hipddromo Club Hipico de Concepcion, localizado en la comuna
de Hualpén (36°47'00"S 73°05'00"0), Region del Biobio, Chile.

4.1.3. Tamafo de la muestray exclusion

De acuerdo con el dltimo censo poblacional del Club Hipico de Concepcion S. A. (2021)
gue alcanzé los 396 caballos, se realiza un muestreo probabilistico aleatorio simple, cuyo
calculo considera: tamafio de poblacion de estudio, porcentaje esperado de prevalencia
de leptospirosis de un 45,63% (Roa, 2007), porcentaje de confianza de un 95% vy
porcentaje de error de un 10% (Roa, 2007).

De acuerdo con el célculo, el tamafio muestral considera a 77 caballos FSC (Anexo 1).
No obstante, se excluyeron siete caballos debido a la indocilidad en el manejo de toma
de muestra o incomodidad del propietario. Por lo tanto, el tamafio muestral queda en 70
caballos FSC.

4.1.4. Formacion de grupos
De los 70 caballos FSC, se forman al azar dos grupos de estudio clasificados por edad y
sexo. Estos ejemplares se encuentran clinicamente sanos y sin vacunacion previa contra

leptospirosis, segun los antecedentes del Servicio Veterinario Oficial del Hipédromo.



Grupos por edad:

e Grupo A: Constituido por caballos Fina Sangre de Carrera de 2 afios que ingresan
por primera vez al Hipédromo para formar parte de la poblacion que se inicia el
entrenamiento deportivo competitivo de carrera. Este grupo lo constituyen 32
ejemplares, correspondiendo al 45,7% de la muestra.

e Grupo B: Constituido por caballos Fina Sangre de Carrera = 3 afos, que llevan un
tiempo variable de afios residiendo en el Hipédromo, experimentados en el
entrenamiento competitivo de alto rendimiento de carreras y participantes en carreras
oficiales. Este grupo consta de 38 ejemplares, correspondiendo al 54,3% de la

muestra.

Grupos por sexo:

e Grupo A: Constituido por 40 caballos Fina Sangre de Carrera machos,
correspondiendo al 57,1% de la muestra.
e Grupo B: Constituido por 30 caballos Fina Sangre de Carrera hembras,

correspondiendo al 42,9% de la muestra.

4.1.5. Verificaciéon de la edad y sexo

La edad y sexo de los caballos participantes del estudio se verifica leyendo con un lector
el microchip insertado en el ligamento de la nuca, consultado luego el cédigo numérico
en la base de datos del sitio web oficial del Stud Book de Chile:

https://www.studbookdechile.cl/

4.1.6. Autorizacion y consentimiento informado

El presente estudio se evalla y se acepta por la comisidon examinadora, considerando el
principio de las "tres R" en la experimentacion animal y las cinco libertades del bienestar
animal. Asimismo, se requiere la autorizacion de los entrenadores o propietarios de
caballos del Club Hipico Concepcién S.A., mediante la firma de un consentimiento
informado sobre la investigacion y propdésito de la toma de muestras sanguineas (Anexo
2).
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4.2. METODOLOGIA

4.2.1. Material

e Guantes de latex, torulas de algodon y alcohol 95%.

e Tubos sin anticoagulantes al vacio Vacutainer Becton Dickinson ®
e Agujas Becton Dickinson ® 21 G y adaptador.

e Gradilla de tubos de muestras.

e Centrifuga Rotofix 32®, Germany.

e Tubos Eppendorf®

e Gradilla de depdsito de tubos Eppendorf ®.

e Caja de refrigeraciéon Coleman®.

4.2.2. Recoleccién y procesamiento de muestras

Las muestras son recolectadas en las mafianas entre el 01 y 15 de marzo del afio 2023,
periodo del afio en el cual ya existe una suficiente poblacién de caballos 2 afios
ingresada, representativa de quienes forman este grupo etario en el hipédromo.

De cada caballo se toma una muestra de sangre de aproximadamente 10 ml por
venopuncion yugular externa, se rotula y conserva en refrigeracion a 4°C, hasta su
traslado al Laboratorio Clinico del Hospital Clinico Veterinario de la Universidad San
Sebastian, Concepcion (Chile).

En el laboratorio, las muestras de sangre son centrifugadas a 3500 rpm durante 10
minutos para obtener el suero sanguineo, mismo que se vacia en tubos Eppendorf
rotulados. Seguidamente, las muestras de suero se mantienen en congelacion a - 20°C,
hasta su envio al Instituto de Medicina Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias

Veterinarias de la Universidad Austral de Chile, Valdivia (Chile).

4.2.3. Diagnostico serologico

Las muestras de suero sanguineo se someten a la prueba de micro aglutinacion en placa
(microMAT), con el objetivo de determinar la presencia de anticuerpos en suero
exponiéndolo a antigenos vivos (serovares de Leptospira spp. patdégenas), para
diagnoéstico por aglutinacion. Esta reaccion antigeno-anticuerpo se captura mediante
observacion por microscopia de campo oscuro. Los antigenos vivos empleados consisten
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en ocho serovares disponibles en el Instituto de Medicina Preventiva Animal de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Austral de Chile, Valdivia (Chile).
Estos serovares pertenecen a dos especies de Leptospira spp.: L. interrogans y L.
borgpetersenii, de acuerdo con lo indicado en la Tabla 1.

Tabla 1. Especies de Leptospira y respectivos serovares para prueba microMAT.

ESPECIE SEROVAR
L. borgpetersenii Hardjo
L. interrogans Tarassovi
L. interrogans Pomona
L. interrogans Canicola
L. interrogans  Icterohaemorrhagiae
L. interrogans Autumnalis
L. interrogans Bratislava
L. interrogans Grippotyphosa

Adaptado de Gonzalez (2016).

La prueba microMAT consta de dos fases, a saber:

e Fase screening o tamizaje: Consiste en someter a todos los sueros ante una dilucion
inicial de 1:100, para luego enfrentarlos a todos los serovares del género Leptospira
analizados (Tapia, 2014). Segun el Manual de pruebas de diagndstico y de vacunas
para los animales terrestres de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (2021),
se consideran positivos los sueros que presenten al menos un 50% o mas de
aglutinaciéon en comparacioén con el pocillo control.

e [Fase titulacion: Radica en obtener la titulacion final de todos los sueros positivos
hasta 1:1600 (Tapia, 2014).

Un titulo de 1:100 —1:200 se considera un titulo positivo bajo y se interpreta como una

indicacion de exposicion a Leptospira spp. En tanto, los titulos = 1:400, se consideran

titulos positivos altos y se interpretan como indicadores de infeccion reciente o activa

(OMSA, 2021).
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4.2.4. Analisis estadistico
Los resultados son analizados mediante estadistica descriptiva, con el objetivo de
determinar proporciones, distribuciones y prevalencia de sueros reaccionantes positivos
a los serovares estudiados.

La estimacion de la prevalencia puntual de la enfermedad se realiza empleando la

siguiente proporcion:

Prevalencia (%) = NuUmero de casos seropositivos

Numero de sujetos estudiados

Ademas, para relacionar la seroprevalencia de leptospirosis con las variables edad y
sexo, se emplea la prueba Chi cuadrado con un nivel de confianza de 95% (p < 0,05).

Para el analisis estadistico, se utiliza el software Epi Info™,

13



5. RESULTADOS

En el estudio de seroprevalencia de leptospirosis participa el 17,67% de la poblacién total
(n=396) de caballos Fina Sangre de Carrera (FSC) residentes en el hipédromo,
constituida por 32 y 38 (n=70) ejemplares de entre 2 y = 3 afios respectivamente, de los
cuales 40 (57,1%) son machos y 30 (42,9%) son hembras. El diagndstico seroldgico
microMAT se adjunta en anexo 3.

Los resultados obtenidos demuestran que de un total de 70 sueros equinos analizados,
32 reaccionaron positivamente y 38 reaccionaron de forma negativa. Esto indica un
45,7% de seropositividad a los diferentes serovares del género Leptospira analizados.
Aunqgue el resultado de seroprevalencia de leptospirosis fue mayor en machos (47,5%)
que en hembras (43,3%) (Tabla 2), no se observd diferencia estadisticamente

significativa en la seroprevalencia de la enfermedad segun sexo (X?=0,12; p =0,73).

Tabla 2. Seroprevalencia de leptospirosis versus la variable sexo.

Sexo Positivos (n) Negativos (n) Total (n) Seroprevalencia (%)

Macho 19 21 40 47,5

Hembra 13 17 30 43,3

Aunqgue el resultado de seroprevalencia de leptospirosis fue mayor en caballos de 2 afios
(46,9%) que en caballos = 3 afos (44,7%) (Tabla 3), no se observé diferencia
estadisticamente significativa en la seroprevalencia de la enfermedad segun edad (X? =
0,03; p =0,86).
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Tabla 3. Seroprevalencia de leptospirosis versus la variable edad.

Edad Positivos (n) Negativos (n) Total (n) Seroprevalencia (%)

2 afios 15 17 32 46,9

2 3 afnos 17 21 38 44,7

Los serovares que presentaron mayor cantidad de reaccionantes positivos
correspondieron a Tarassovi (75%) y Grippotyphosa (21,9%). El serovar que presenté
menor frecuencia fue Hardjo (3,1%) (Tabla 4). No hubo reaccionantes positivos a los

serovares Pomona, Canicola, Icterohaemorrhagiae, Autumnalis ni a Bratislava.

Tabla 4. Frecuencia de presentacion por serovar de las muestras positivas a

leptospirosis.

Serovar Positivos (n) Porcentaje (%)

Hardjo 1 3,1
Tarassovi 24 75
Pomona 0 0
Canicola 0 0
Icterohaemorrhagiae 0 0
Autumnalis 0 0
Bratislava 0 0

Grippotyphosa 7 21,9

Total 32 100

Para determinar el titulo final de anticuerpos por cada animal, cuando las muestras de
sueros reaccionaron a dos 0 mas serovares, se considero6 el valor méas alto de titulacion
obtenido, encontrando una mayor frecuencia en titulos de 1:400 (43,8%) y 1:800 (28,1%)
(Tabla 5). Esto demuestra que el 71,9% de los seropositivos presentan una infeccion

reciente o activa.
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Tabla 5. Frecuencia de reaccionantes positivos segun titulo final de anticuerpos en
microMAT.

Titulos de anticuerpos Positivos (n) Porcentaje (%)

1:100 2 6,3
1:200 4 12,5
1:400 14 43,8
1:800 9 28,1
1:1600 3 9,4
Total 32 100
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6. DISCUSION

El presente estudio tiene como objetivo describir la seroprevalencia de leptospirosis
segun edad y sexo, determinar si existen diferencias significativas e identificar el serovar
y las titulaciones de anticuerpos mas frecuentes en caballos Fina Sangre de Carrera
(FSC) de un hipédromo, ubicado en la Region del Biobio (36°47'00"S 73°05'00"0). En
esta Region existen 12.712 caballos (Instituto Nacional de Estadistica [INE], 2021) y el
3,11% corresponden a caballos FSC residentes en el Club Hipico de Concepcién a la
fecha de la presente investigacion.

Estudios epidemioldgicos sobre leptospirosis en caballos realizados en Chile concluyen
gue la seroprevalencia de la enfermedad alcanza tasas de entre 23,3% y 65,4% en estos
ejemplares (Azocar-Aedo, 2023). La alta seropositividad a leptospirosis en la muestra
poblacional de nuestro estudio (45,7%) ratifica la presencia de leptospirosis en estos
caballos. De las mediciones mas remotas hechas en este recinto deportivo hace 16 afos,
el estudio de Roa (2007) revela una tasa de prevalencia similar (45,63%), demostrando
gue el comportamiento epidemioldgico de la enfermedad no ha cambiado. Sin embargo,
en un estudio de prevalencia en un haras de caballos FSC de la zona centro sur de Chile
se confirma la presencia de anticuerpos contra Leptospira spp. en una seroprevalencia
de 33,2% (France, 2015).

Por otra parte, estudios previos en Chile sobre seroprevalencia de leptospirosis en
caballos segun el uso dado a estos ejemplares revelan cifras disimiles. Un estudio en
caballos jugadores de polo en la zona centro-sur de Chile en competencia determina una
seroprevalencia general de leptospirosis de 48% (Bay-Schmith, 2004), discretamente
superior a nuestro estudio (45,71%). El autor atribuye este resultado a los numerosos
transportes durante la vida deportiva de estos ejemplares lo que aumentaria el riesgo de
contagio, tanto directo como indirecto. Por otro lado, la seroprevalencia de leptospirosis
en una poblacion de equinos de tiro urbano habitantes de distintas localidades de la
region metropolitana de Chile alcanza un 33,3% (Tapia, 2014), cifra inferior a nuestro
estudio. Esta menor seroprevalencia explicaria el escaso contacto entre los individuos de

esta muestra, en contraposicion a nuestra poblacién donde los caballos se mantienen
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confinados en un recinto comun. En este mismo sentido, el estudio de Tadich et al. (2016)
en caballos de traccion urbana de la regidon central de Chile revela una seroprevalencia
de leptospirosis aun menor (26,1%), por lo que la segregacion animal pareceria influir
significativamente en la seroprevalencia de la enfermedad. Asimismo, en un estudio mas
reciente en equinos de tiro de una region del sur de Chile muestra una seroprevalencia
de leptospirosis del 35% (Tuemmers et al., 2021), lo que puede estar influenciado por el
menor numero de muestras y, nuevamente, por la estabulacién de los caballos, cuyo
riesgo de transmision horizontal puede ser mayor. En nuestro pais, el mayor porcentaje
de caballos FSC viven confinados en los hipddromos a partir de los 2 afios (Caceres,
2008). Por lo tanto, las posibilidades de que el confinamiento promueva la presentacion
y trasmisién de enfermedades zoondticas en el caballo como la leptospirosis es un punto
que debe considerarse. Ademas, la seroprevalencia de leptospirosis en un estudio de
caballos de rodeo chileno en la zona centro sur de Chile reporta un 49,35% (Cabezas,
2015), cifra significativamente superior a los estudios en caballos de traccion.
Comparativamente con nuestro estudio, ambas poblaciones tratan de caballos de deporte
que realizan ejercicio de carrera, y se sefiala que el esfuerzo fisico competitivo en el
caballo podria afectar a uno o mas sistemas organicos, que influiria en la presentacion
subclinica de la enfermedad (Hamond et al., 2012).

Es importante sefialar que la seroprevalencia de la enfermedad con la variable sexo es
mayor en machos (47,5%) que en hembras (43,3%). Sin embargo, al igual que en este
estudio, la mayoria de las investigaciones sobre la seroprevalencia de leptospirosis en
caballos demuestra que no existe una diferencia significativa entre machos y hembras (P
= 0,73), a excepcidon de un estudio acerca de la prevalencia de leptospirosis equina en
caballos jugadores de polo de la regiébn del Biobio de Chile, cuya cifra es
significativamente mayor en machos (67,56%) que en hembras (38,02%) (Bay-Schmith,
2004). El autor sefiala que esta diferencia de prevalencia entre sexos podria deberse a
los héabitos de crianza de los caballos, ya que las hembras, durante sus periodos de
gestacion y al terminar su vida deportiva, son destinadas a potrero para ser mantenidas
para la reproduccion. En cambio, los machos pasan toda su vida deportiva en pesebreras,

y al terminar ésta, son vendidos. De esta forma, el confinamiento de los machos en
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pesebreras seria un factor predisponente para el contagio de leptospirosis a través de
roedores silvestres que contaminan establos y alimentos con su orina.

La influencia de la edad en relacion con la seropositividad a serovares de Leptospira spp.
en los caballos del presente estudio revela una mayor seroprevalencia en poblaciones de
2 afos que en poblaciones = 3 afos (46,9% y 44,7% respectivamente). Esto podria
explicarse porque al afio y medio de edad, los potrillos se mantienen en pesebreras
individuales para otorgarles mayores cuidados (Caceres, 2008), siendo expuestos desde
pequefios al contagio por huéspedes sinantropicos en haras. Sin embargo, este estudio
no presenta diferencias significativas entre ambos estratos etarios (P = 0,86). En cambio,
un estudio realizado en caballos Bardigiano sefiala que el factor edad es una variable que
influye significativamente en la seroprevalencia de la enfermedad, donde este valor es
significativamente mayor en caballos adultos que vivian en 43 granjas diferentes (Vera et
al., 2019). Lo propio queda establecido en otros estudios (Fagre et al., 2020; Blatti et al.,
2011; Baverud et al., 2009), lo cual podria atribuirse a una larga persistencia de los titulos
de anticuerpos después una infeccion, ya sea por contacto directo como indirecto
(Baverud et al., 2009).

Por otro lado, se postula que cada serovar esta adaptado a uno o a mas mamiferos, los
cuales albergan la bacteria sin mostrar necesariamente signos de enfermedad clinica,
pero excretando Leptospira spp. por la orina, lo que los transformaria en reservorios
naturales de la enfermedad (Guerra, 2009). Asi, un estudio de seroprevalencia en
caballos (n=181) que habitan sobre tres distintos suelos (estepa, himedo y desértico),
demostré que el serovar Bratislava fue el méas frecuente (11%) (Odontsetseg et al., 2005).
Se cree que la serovariedad Bratislava junto a la Icterohaemorrhagiae serian los dos
serovares mas frecuentes en el caballo, de acuerdo con una revision sistemética de la
literatura realizada para el periodo 2010-2020 (Toriz-Suarez et al., 2021). Contrariamente,
en nuestro estudio, el serovar mas frecuente fue Tarassovi (75%), seguido de
Grippotyphosa (21,9%) y Hardjo (3,1%), y no reaccionaron a los demas serovares
investigados. En Chile, en otras poblaciones de caballos como por ejemplo de traccion,
el serovar mas frecuente es Ballum, seguido de Canicola (Tadich et al., 2016). En tanto,
un estudio posterior en este mismo tipo de poblacion, los serovares mas diagnosticados

son Canicola, Grippotyphosa, Hardjo y Pomona (Tuemmers et al., 2021). Por otra parte,
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un estudio de alcance nacional, realizado en ltalia (n=6279) con ocho serovares
investigados, demuestra una serodominancia de Australis en ambas diluciones >1:100 y
>1:400 (Tagliabue et al., 2016). En nuestro estudio no hay sueros reaccionantes a los
serovares Pomona, Icterohaemorrhagiae, Autumnalis, Bratislava ni Canicola. Sin
embargo, el serovar Canicola es reaccionante en las poblaciones de traccion
investigadas por los autores Tadich et al. (2016) y Tuemmers et al. (2021). Esta
serodiversidad se asocia a que diferentes serotipos se adaptan a otros huéspedes
mamiferos reservorios en las distintas &reas de estudios, lo cual parece estar asociado,
entre otros, a la altitud de los suelos (Fagre et al., 2020). Asi, un estudio en Africa sobre
caballos de traccibn demuestra una seropositividad significativamente mayor en
ejemplares de la agroecologia de la zona montafiosa (62,1%), respecto de la zona
intermedia (44,4%) y la zona de llanuras (39,8%) (Tsegay et al., 2016).

Considerando que las titulaciones de anticuerpos en la MAT o microMAT pueden variar
debido al nivel de pesquisa que se pretende investigar, en nuestro estudio se utiliza un
corte microMAT de 21:100 para identificar las positividades serolédgicas. De los sueros
reaccionantes, la mayor frecuencia corresponde a titulos de 1:400 (43,8%) y 1:800
(28,1%), lo que confirma la presencia de infeccidn reciente o activa. Asimismo, en un
estudio en caballos Pura Sangre de Carrera realizado en Brasil, el 71,4% de los sueros
presentaron titulos reactivos a diluciones = 100, pero el 40% y el 21,1% presentaron
titulos altos a 400 y = 800, respectivamente (Hamond et al., 2012). Otros estudios utilizan
un punto de corte de 400, para considerar un suero positivo y esto reduce el valor de
seroprevalencia, en comparacién con un punto de corte de 100. Un punto de corte de 400
es util para reducir las posibles reacciones cruzadas y la interferencia con anticuerpos
generados por vacunas (Tagliabue et al 2016). Lo que no ocurre en nuestro estudio, ya
que en Chile no se vacuna a los caballos contra leptospirosis, aunque tampoco se
descarta las condiciones subclinicas de la enfermedad.

Atendiendo a la epidemiologia de la enfermedad, estudios previos demuestran la
asociacion de seroprevalencia de leptospirosis en equinos que cohabitan o estan en las
cercanias con otros animales de granja. Un estudio reciente de seroprevalencia entre
equinos y bovinos demuestra una prevalencia global del 22,3%, con mayor (37%) y menor

(6,6%) prevalencia en vacas Holstein y mulas, respectivamente (Ramin et al., 2023). En
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tanto, la seroprevalencia en caballos hospedados al lado de una granja de alpacas que
desarrollo un brote de leptospirosis alcanza el 58% de seroprevalencia, no pudiendo los
autores determinar una asociacion directa entre ambos eventos epidemiolégicos (Bolwell
et al., 2022). En este mismo sentido, un estudio reciente en Nueva Zelanda sefiala que
las yeguas de cria, en comparacion con los caballos de carreras y los caballos que pastan
alternativamente con las ovejas, aumentan las probabilidades de exposicion a cualquier
serovariedad, mientras que el pastoreo simultdneo de ovejas y caballos que pastan
alternativamente con el ganado, aumentan las probabilidades de exposicion a
serovariedades de rumiantes (Bolwell et al., 2020).

Por tratarse la leptospirosis de una enfermedad infecciosa zoonética reemergente, nos
asiste la idea de que en el futuro se realicen estudios de vigilancia de seroprevalencia
que, ademas de los caballos, involucren a grupos humanos de riesgo por condiciones
laborales, como médicos veterinarios, entrenadores y cuidadores de caballos; asi como
también a grupos de riesgo animal, como perros y gatos que cohabitan en estos recintos
deportivos. Por otro lado, también se podria considerar estudios de control de factores
de riesgo relacionados con el manejo de animales sinantrépicos y medidas sanitarias.
Estimamos que las limitaciones mas importantes de este estudio radican en el menor
namero de muestras de caballos que recién ingresa al hipédromo (2 afios / 8,08%),
porcentaje que podria ampliarse en futuros estudios; asi como el no disponer de una
paleta mas amplia de serovares aislados especificamente en caballos, cuestion relevante
en la vigilancia de la infeccién por Leptospira spp. en caballos en Chile. Por otro lado,
entre las limitaciones evidentes de la prueba de aglutinacion microscopica (MAT) o
prueba de microaglutinacion en placa (microMAT) esta precisamente la incapacidad para
distinguir entre los anticuerpos contra Leptospira spp. generados como resultado de una
infeccidn natural de aquellos provenientes de una inmunizacion, cuestion que con analisis
lipidico se puede discriminar casos infecciosos, quedando aun pendiente pruebas de
diagnéstico para diferenciar estas dos respuestas inmunes (Wood et al., 2018). Una

observacion que pudiera tener nuestro resultado.
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos y resultados del presente estudio, se concluye lo siguiente:

1.

La tasa de prevalencia general de leptospirosis en caballos Fina Sangre de Carrera
(FSC) es mas alta (45,7%), comparada con estudios realizados en otras razas de
caballos en Chile.

Existen 32 caballos FSC positivos a tres serovares (Tarassovi, Grippotyphosa,
Hardjo).

Existe un serovar (Tarassovi) con mayor frecuencia (75%) respecto del resto.

Los titulos de anticuerpos mas frecuentes son 1:400 (43,8%) y 1:800 (28,1%), lo
que confirma la presencia de infeccion reciente o activa.

La seroprevalencia general por sexo es mayor en machos (47,5%) que en las
hembras (43,3%), pero sin presentar diferencias significativas (p = 0,73).

La seroprevalencia por edad es mayor en ejemplares de 2 afios (46,9%) que en
los = 3 afos (44,7%), pero sin presentar diferencias significativas (p = 0,86).

Se aceptan ambas hipétesis nulas (Hoy Ho').
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9. ANEXOS

9.1. Anexo 1. Célculo del tamarfio muestral.

n=(Nx2Zz2xpx(1-p)/(E2x (N-1) + Z2x p x (1-p))

n = (396 x (1,96)2 x 0,4563 x (1-0,4563)) / ((0,1)2 x (396-1) + (1,96)2 x 0,4563 X
(1-0,4563))

n=377,41/4,9

n=77

Tamafo de la muestra (n): 77 individuos
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9.2.

Anexo 2. Hoja de consentimiento informado

Consentimiento informado

Objetivo de lainvestigacion: El propdsito del presente estudio es determinar la prevalencia

de leptospirosis en dos grupos etarios de caballos Fina Sangre de Carrera.

Procedimiento: Durante la visita al Club Hipico de Concepcién se le tomara una muestra
de sangre a su caballo. Esta muestra se tomara solo una vez por un médico veterinario y
solo puede causar un poco de incomodidad en el animal. Luego, las muestras seran

enviadas a un laboratorio para su posterior diagnostico.

Duracién de la participacidon en el estudio: Una vez tomada la muestra de sangre, el

animal terminarda su participacién en el estudio.

Beneficios y riesgos de participar en el estudio: Los sujetos participantes contribuiran a
ampliar el conocimiento sobre la seroprevalencia Leptospira spp. en el caballo. El analisis

de sangre no tendra ningun costo adicional para el propietario ni para el entrenador.

El procedimiento de toma de muestra es inocuo y estandar. No existe riesgo, dafio ni

detrimento alguno en la salud o en la integridad fisica y/o psiquica de los participantes.

Institucién patrocinante: El presente estudio, forma parte del proyecto de memoria de titulo
de una estudiante de Medicina Veterinaria de la Universidad San Sebastian.

Declaro que: He comprendido las explicaciones que se me han dado, en un lenguaje claro
y sencillo, y el investigador me ha permitido realizar todas las observaciones y preguntas
necesarias, resolviéndome todas las dudas que le he planteado. También comprendo que
en cualquier momento y sin necesidad de dar explicacion alguna puedo revocar mi

consentimiento. Acepto libremente tomar parte en el estudio.

Identificacién del propietario o entrenador

Nombre:
Rut:
Fecha:

Firma:
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9.3. Anexo 3. Diagnastico serolégico microMAT.

Universidad Austral de Chile

Instituto de Medicina Preventiva Veterinaria
Muestra @
.8
(=)
S e
s 8
< © = GE) % g Jé:
s |5 |g |2 5 E z g
g | 5 g 5 g £ < £
I o (@] — ) < () O
1 - - - - - - - -
2 - - - 400 - - - -
3 - - - - - - - -
4 - - - 400 - 100 - 100
5 - - - - - - - -
6 - 100 - 800 - 200 - -
7 - - - - - - - -
8 - - - - - - - -
9 - - - - - - - -
10 - - - - - - - -
11 - - - - - - - -
12 - - - 400 - - - 200
13 - - - - - - - -
14 - - - - - 100 - 200
15 - - - - - - - -
16 - - - - - - - 200
17 - - - 800 - - - -
18 - - - - - - - -
19 - - - 1600 100 - - 400
20 - - - - - - - -
21 - - - 400 - - - 100
22 - - - 800 - 100 - 100
23 - - - - - - - -
24 - - - - - - - -
25 100 | - - - 100 100 200 400
26 - - - - - - - 100
27 - - - - - - - -
28 100 | - - 400 - - 100 100
29 - - - - - - - -
30 - - - - - - - -
31 - - - - - - - -
32 - - - - - - - -
33 - - - 1600 - 100 - 100
34 100 | - - 400 - - - 200
35 - 200 - 800 - 100 - 400
36 - 100 - 800 - 100 200 -
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37 - - - - - - - -

38 - - - - - - - -

39 - - - 400 - - - -

40 - - - 200 - - 100 400

41 - - - - - - - 100

42 - - - - - - - -

43 - - - - - - - -

44 - - - - - - - -

45 - - - - - - - -

46 - - - 800 - - - -

47 200 | 100 200 1600 - 100 100 -

48 - - - 200 - - - -

49 - - - - - - - -

50 - - - - - - - -

51 - - - 200 - 100 - 100

52 - - - - - - - -

53 400 | - - 200 - - - 200

54 100 | 100 - 400 - - - 100

55 - - - - - - - -

56 200 |- - 800 - 100 - 400

57 - - - - - - - -

58 - 200 - 400 - - - -

59 400 | - - 800 - - - 200

60 - - - - - - - -

61 - - - - - - - -

62 - - - - - - - -

63 - - - - - - - -

64 - - - - - - - -

65 - - - 200 - 100 100 400

66 - - - - - - - -

67 - - - 800 - - - 200

68 200 | - - 400 - - 100 200

69 - - - - - - - -

70 - - - - - - - -

Fecha de egreso: 20-04-2023.

Dr. Miguel Salgado. Responsable Diagndstico Leptospirosis.
Dr. Carlos Tejeda. Responsable elaboracion del examen.

Observaciones: La presentacion de titulos de anticuerpos mayor o igual a 400 indicaria que el individuo
presenta una infeccion activa o reciente.

En el caso de presentar titulos de anticuerpos a mas de un serovar, es considerado con mayor importancia el
serovar que presento los titulos mas altos.
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