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Resumen

El propésito de este estudio fue detectar serolégica (prueba de microaglutinacién) y
molecularmente (el ADN de Leptospira spp. por PCR convencional-reaccién de la po-
limerasa en cadena) la exposicién o presencia de Leptospira spp., a partir de muestras
de suero sanguineo, liquido preseminal y semen en caballos reproductores criollos co-
lombianos representativos de esta raza, en 44 criaderos del departamento de Cundina-
marca. En Colombia no existen estudios relacionados con la presencia de leptospiras en
semen equino, y dentro de los planes sanitarios en esta especie no se vacuna contra esta
enfermedad. Se evaluaron muestras de un total de 107 animales, escogidos por mues-
treo por conveniencia, de las cuales al analizar el suero fueron seroreactivas 35 (32,7 %),
correspondientes al serogrupo Leptospira interrogans, serovariedades Canicola, Pomona
y Grippotyphosa. Se detect6 el DNA de Leptospira spp., por PCR convencional en dos
muestras de semen que representaron el 1,9 % del total de muestras. Mediante la técnica
de campo oscuro se encontraron en la mayoria de las muestras de liquido preseminal
diferentes formas bacterianas, algunas de ellas compatibles con leptospira. También se
observaron células de descamacion, cristales y uratos. Adicionalmente, no se obtuvo ais-
lamiento de la bacteria en el medio EMJH y no se detecté ADN mediante la técnica de
PCR convencional a partir del liquido preseminal.

Palabras clave: campo oscuro, Leptospira spp., liquido preseminal, MAT, PCR, semen.
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Molecular determination of Leptospira spp. in semen and
pre-ejaculatory fluid, and serological study of Creole horses
in the department of Cundinamarca (Colombia)

Abstract

The objective of this study was to serologically (microagglutination test) and molecu-
larly— Leptospira spp. DNA by conventional polymerase chain reaction (PCR)—detect
the exposition or presence of Leptospira spp. from blood, pre-ejaculatory fluid, and se-
men samples in Colombian Creole horses representative of this breed, in 44 breeding
centers in the department of Cundinamarca. In Colombia, there are no studies related
to the presence of leptospires in equine semen, and according to health plans designed
for this species they are not vaccinated against this disease. Samples were collected from
a total of 107 animals, selected by convenience sampling; after serum analysis, 35 were
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seroreactive (32.7%), corresponding to the Leptospira interrogans serogroup, serovars
canicola, pomona, and grippotyphosa. Leptospira spp. DNA was detected by conven-
tional PCR in two semen samples that represented 1.9% of the total samples. Using the
dark-field technique, different bacterial forms were found in most of the pre-ejaculatory
fluid samples, some of them compatible with Leptospira. Desquamated cells, crystals,
and urates were also found. In addition, the bacterium was not isolated in the EMJH
medium and no DNA was detected by the conventional PCR technique from the pre-
ejaculatory fluid.

Keywords: dark-field technique, Leptospira spp., pre-ejaculatory fluid, MAT, PCR,

semen.

Determinagao molecular de Leptospira spp. em sémen e
liquido pré ejaculatorio e estudo serologico de cavalos
nativos no estado de Cundinamarca (Colémbia)

Resumo

O propésito deste estudo foi detectar seroldgica (exame de micro aglutinagio) e molecu-
lar (0 ADN de Leptospira spp. por PCR convencional-reagio da polimerase em cadeia) a
exposigao ou presenga de Leptospira spp., a partir de amostras de soro sanguineo, liquido
pré-ejaculatério e sémen em cavalos reprodutores nativos colombianos representativos
desta raga, em 44 criadouros do estado de Cundinamarca. Na Colémbia nio existem
estudos relacionados com a presenga de leptospira em sémen equino, e dentro dos pla-
nos sanitarios nesta espécie nao se vacina contra esta doenga. Foram avaliadas amostras
de um total de 107 animais, escolhidos por amostragem por conveniéncia, das quais ao
analisar o soro foram soro reativas 35 (32,7 %), correspondentes ao sorogrupo Leptospira
interrogans, soro variedades Canicola, Pomona e Grippotyphosa. Foi detectado 0o DNA
de Leptospira spp., por PCR convencional em duas amostras de sémen que representa-
ram o 1,9 % do total de amostras. Por meio da técnica de campo escuro na maioria das
amostras de liquido pré-ejaculatério foram encontradas diferentes formas bacterianas,
algumas destas compativeis com leptospira. Também se observaram células de desca-
magio, cristais e uratos. Adicionalmente, nio se obteve isolamento da bactéria no mé-
dio EMJH e ndo se detectou ADN mediante a técnica de PCR convencional a partir do
liquido pré-ejaculatorio.

Palavras chave: campo escuro, Leptospira spp., liquido pré-ejaculatério, MAT, PCR,
sémen.

INTRODUCCION

El presente articulo se refiere a la descripcion de los ha-
llazgos en exposicién y presencia de Leptospira spp. de
equinos criollos en criaderos de Cundinamarca (Co-
lombia), a partir de muestras de semen, liquido presemi-
nal y suero sanguineo de reproductores. En los estudios
realizados en equinos en Norteamérica la mayoria de

los abortos son causados por la Leptospira interrogans,
serovariedad Pomona, pero también se encuentran in-
volucradas la Grippotyphosa y Hardjo en regiones
enzodticas (1-3). La caracteristica principal de la lep-
tospirosis es su manifestaciéon como zoonosis, que es la
mas difundida en el émbito mundial, y estd presente en
todos los continentes excepto en la Antartica (4). Al ser
una enfermedad global, representa un gran riesgo para
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la salud publica y los sistemas de produccién pecuarios
(S). La prevalencia de leptospirosis en diferentes partes
del mundo se debe principalmente a la infeccidn renal
crénica de una gran variedad de animales domésticos
y mamiferos silvestres. La colonizacién de los tubulos
renales proximales de los animales portadores lleva ala
eliminacion de la bacteria a través de la orina (5). Sin
embargo, el hallazgo de ADN por PCR de Leptospira in-
terrogans, serovariedades Bratislava y Pomona, en fluido
vaginal de yeguas, sugiere la posibilidad de transmisién
sexual (6-8). Solo se conocen dos registros de deteccion
de ADN por PCR de Leptospira spp. en el semen de se-
mentales (9,10).

En otras investigaciones se ha detectado la presencia
de ADN de Leptospira spp. en semen de ganado bovi-
no, pequenos rumiantes y porcinos, lo que demuestra
una posible transmisién de leptospirosis por contacto
sexual (7,8). En equinos, una manifestacién comin de
leptospirosis cronica es la presentacion de uveitis recu-
rrente y disminucién en el rendimiento atlético; tam-
bién se presentan fallas reproductivas, abortos debido
a la infeccién intrauterina y muerte fetal (5,11,12), na-
cidos muertos, mortalidad neonatal y potros débiles al
nacimiento (13,11).

El semen contaminado de sementales puede represen-
tar una fuente importante de transmision, por lo cual el
propdsito de este estudio se orientd a la deteccién mo-
lecular por PCR y serologia mediante la técnica de mi-
croaglutinacién (MAT) de Leptospira spp. en sangre,
fluido preseminal y semen de caballos criollos colom-
bianos destinados a la reproduccién, en Cundinamarca
(Colombia), durante 2018.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Para este trabajo se seleccionaron 107 equinos por
muestreo no aleatorio por conveniencia. Se trata de ca-

ballos criollos colombianos reproductores activos en
monta directa y donantes de semen, ubicados en Cun-

dinamarca (Colombia), provenientes de 44 criaderos en
regiones geograficas que se encuentran entre los 1800 y
los 2800 m s. n. m. A cada criadero se le realiz6 una en-
cuesta estructurada para recopilar informacién de fac-
tores asociados al riesgo de infeccion o a la presencia de
Leptospira spp. Todos los caballos estaban vacunados
contra encefalitis equina venezolana e influenza, y to-
dos estaban sanos, sin signos de enfermedad clinica. En
cuanto a la aplicacién de vacunas polivalentes contra la
leptospirosis, en ninguno de los predios se realiza dicha

vacunacion.
Muestras

Se recolectaron muestras de sangre, fluido preseminal y
semen de los 107 caballos.

«  Muestras de sangre. Las muestras de sangre (107)
fueron tomadas por venopuncién yugular en un vo-
lumen aproximado de S cm?® por animal, colectadas
en tubos (Vacutainer®, BD Diagnostics, Franklin
Lakes, USA).

« Fluido preseminal. Las muestras de fluido prese-
minal (3-S5 cm® por animal) se colectaron antes de
la toma de semen en tubos (BD Falcon Centrifuge
Tubes, Franklin Lakes, USA) de 15 ml. Las mues-
tras (107) fueron diluidas en medio SSAF 0.01 M,
pH 7,2 enrelacién 1:1, paralarealizacién de micros-
copia de campo oscuro, intentos de aislamiento y
PCR en el laboratorio.

«  Semen. Las muestras de semen (107) se colectaron
utilizando una vagina artificial tipo Missouri con
agua caliente a 50 °C y con presion interna de la va-
gina artificial, acorde a las necesidades del semen-
tal, con estimulaciéon de yegua en celo y siguiendo
un protocolo de asepsia adecuado. Se almacenaron
1,5 cm® de semen en tubos Eppendorf de 2 ml para
microcentrifuga. Las muestras fueron transporta-
das enrefrigeraciéna § °C, en neveras de poliestire-
no expandido, del campo al Laboratorio de Cultivo
Celular y Microbiologia de la sede Norte de la Uni-
versidad de La Salle, en un lapso menor a 12 h, para
posteriormente ser analizadas por PCR convencio-
nal solamente.
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Las muestras de liquido preseminal se transportaron en
cava a temperatura ambiente en un lapso de tiempo no
mayor a 3 h para su procesamiento.

Serologia

Para la deteccién de anticuerpos de la Leptospira spp.
se utilizo la técnica de MAT en las distintas muestras
de sangre (14,15). Las 107 muestras de suero sanguineo
fueron enfrentadas a los antigenos de Leptospira borg-
petersenii serovariedad Hardjoprajitno, Leptospira inte-
rrogans serovariedad Canicola, Leptospira interrogans
serovariedad Grippothyphosa, Leptospira interrogans
serovariedad Icterohaemorrhagiae, Leptospira interro-
gans serovariedad Pomona y Leptospira interrogans se-
rovariedad Bratislava. (14). La prueba se realizé en el
Laboratorio de Microbiologia y las muestras se conside-
raron positivas cuando los titulos fueron > 1:200 segun
lo registrado por Hamond y colaboradores (10).

PCR convencional

Parala deteccion del genoma de la Leptospira spp. se uti-
liz6 la técnica de PCR convencional en las muestras de
fluido preseminal y semen, paralos genes hap 1 yrrl con
287 pby 462 pb respectivamente (15). La extraccion de
material genético se hizo utilizando el Qiamp DNA Kit
(Qiagen®), yla aplicacién se realizé con Green Mix Mas-
ter Tap polimerasa de Promegra®, la cual se visualizé en
geles de agarosa al 1% tenidos con EZ-vision® de Pro-
mega. La prueba se realiz6 en el mismo laboratorio (15).

Analisis estadistico
Los datos se analizaron por tablas de contingencia x> y

por OR con sus respectivos limites de confianza (Epi-
Info 2000). El OR se ajusté por regresiones logisticas

con las variables presencia o ausencia de Leptospira spp.
en las muestras analizadas. También se establecieron
posibles asociaciones por rangos de Spearman (16).

RESULTADOS
Campo oscuro

La técnica de campo oscuro se ha utilizado desde hace
muchos anos como una herramienta diagndstica im-
portante en Leptospira spp. (1,17). Sin embargo, pre-
senta problemas de especificidad por la presencia de
artefactos con formas muy similares a la bacteria, las
cuales pueden ser confundidas dando falsos positivos
(12,16,18).

Se efectud un anilisis morfologico de las muestras de li-
quido preseminal, del cual se encontraron los resultados
referentes al numero de animales y alas fincas muestrea-
das. Dentro de los elementos encontrados, al visuali-
zar particulados utilizando el campo oscuro a 450X, se
observaron diferentes tipos de bacterias, seguidos de
formas compatibles conleptospirasy cristales. Las mues-
tras de liquido preseminal donde se encontraron formas
compatibles con estructuras espirilares fueron procesa-
das posteriormente por la prueba de PCR convencional.

Serologia

El 32,7% de las muestras presentd serorreactividad;
se destaca que las serovariedades Canicola, Pomona y
Grippotyphosa representaron el 74,3% de los resulta-
dos positivos. Los resultados de MAT se presentan en
la tabla 1. Se resalta nuevamente que de las 35 muestras
positivas fueron dominantes las serovariedades Canico-
la (13), Pomona (9) y Grippothyphosa (4).
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Tabla 1. Resultados por titulos positivos a las serovariedades de Leptospira spp. (= 1:200)

Titulos Hardjo Pomona Canicola Icterohaem Grippotyph Bratislava Total
1:200 2 5 9 2 3 3 24
1:400 1 3 2 1 0 0 7
1:800 0 1 2 0 0 0 3
1:1600 0 0 0 0 1 0 1
Total (+) 3 9 13 3 4 3 35

En la tabla 2 se observa que 10 de las muestras corres-
pondieron a infecciones con un solo serotipo y en su or-
den deimportancia: 4 correspondieron ala serovariedad
Pomona, 3 a Canicola, 2 a Grippotyphosay 1 a Hardjo.

En la tabla 3 se describe que en 19 muestras se presen-
taron resultados positivos a dos serovariedades; las

dominantes fueron las infecciones mixtas de las serova-
riedades Canicola-Grippotyphosa en S casos y las sero-
variedades Canicola-Pomona en 4 casos.

En la tabla 4 se describe que tres muestras de animales
presentaron titulos positivos a tres serovariedades.

Tabla 2. Resultados por titulos positivos a una serovariedad de Leptospira spp. (= 1:200)

Titulos Hardjo Pomona Canicola Icterohaem Grippotyph Bratislava
1:200 1 2 2 0 2 0 7
1:400 0 2 1 0 0 0 3
Total 1 4 3 0 2 0 10
Tabla 3. Resultados por titulos positivos a dos serovariedades de Leptospira spp. (= 1:200)

Titulos H+C H+P H+G C+6 P cH 8 | e | B | Toul
1:200 1 0 1 1 0 1 2 1 0 7
1:400 1 1 0 1 1 0 0 0 1 5
1.800 0 0 0 2 3 0 0 0 0 5
1:1600 0 1 0 1 0 0 0 0 0 2
Total 2 2 1 5 4 1 2 1 1 19

Convencién: H = Hardjo; C = Canicola; P = Pomona; G = Grippothyphosa; I = Icterohaemmorrhagiae; B = Bratislava.
Tabla 4. Resultados por titulos positivos a tres serovariedades de Leptospira spp. (= 1:200)
Titulo C+G+B C+P+H C+l+G C+I+B Total
1.200 1 1 1 0 3
Total 1 1 1 0 3

Convencién: H = Hardjo; C = Canicola; P = Pomona; G = Grippothyphosa; I = Icterohaemmorrhagiae; B = Bratislava.
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PCR convencional

En el proceso de deteccién del genoma de Leptospira
spp. en el transiluminador de las muestras de fluido pre-
seminal y semen, se encontré formacién de bandas con
el genrrl y 462 pb mientras que con el gen hap 1 con 287
pb no se visualizaron (15).

Di1scuUSION

Los resultados serologicos encontrados sugieren la ex-
posicion de los sementales a Leptospira spp. sin que se
manifieste condicién clinica en ellos. Los resultados
positivos de la PCR convencional en un 1,9 % del total
de las muestras precisan la existencia del ADN bacte-
rial. Sin embargo, generan la pregunta de si realmente
ese material genético bacteriano procede del semen o se
asocia a la presencia de leptospiras en el conducto ure-
tral debido a que estos animales registraron serologias
positivas. Estos resultados difieren de los hallados en
otros estudios, en los que se encontré el 50 % de positi-
vos por PCR en muestras de sementales (10).

Se registra en este estudio que la mayor presentacién de
infecciones corresponde a Leptospira interrogans sero-
variedades Canicola y Pomona en un 62,8 %. Pero llama
la atencidn que en las tablas 1 a 4 siempre se presenta
mayor reactividad a la serovariedad Canicola seguida
por Pomona y Gryppotyphosa.

Considerando que la deteccién del genoma de leptospi-
ra mediante la utilizacién de la técnica de PCR conven-
cional en el semen y el liquido preseminal fue muy baja
en los predios muestreados, se ha estimado como una
prueba en este caso de alto valor diagndstico. Pero la
presencia de anticuerpos contra este agente sugiere que
los animales positivos han estado expuestos y su locali-
zacién podria encontrarse en el rifién, lo cual coincide
con los estudios sobre la patogénesis de las infecciones
en las especies animales. Particularmente en un predio
donde se encontraron titulos positivos por la técnica de
MAT y positivos a PCR convencional se registraron ca-

sos de abortos, que fueron tratados como casos de lep-
tospirosis.

Haciendo una aproximacién anatémica de la uretra de
los machos equinos donde puede existir la posibilidad
de contaminacién del semen, se sugiere la siguiente
consideracion: para establecer el andlisis es importan-
te describir la uretra intrapelviana del equino; se ori-
gina en la vejiga urinaria, a partir del orificio urinario
interno, y termina en el istmo uretral ala altura del arco
isquidtico, cerca de las gldndulas bulbo uretrales, para
continuar con la uretra extrapelviana. En dicha porcién
pelviana de la uretra se abren los conductos de las glan-
dulas genitales accesorias (préstata, vesiculas semina-
les y bulbo uretrales) y los eyaculatorios; también es el
punto que comunica la vejiga urinaria (meato urinario
interno). El otro componente es el coliculo seminal (Co-
lliculus seminalis, utriculo prostatico, Veru montanum),
una estructura anatomica lisa, oval, que se proyecta
dorsoventralmente a la luz de la uretra intrapelviana,
caudal a la cresta uretral muy cerca al meato urinario
interno. Consta de dos orificios eyaculatorios donde lle-
gan los conductos de las vesiculas seminales y ampollas
delos conductos deferentes, donde drenan su secrecion;
a cada lado se abren los orificios prostéticos. Caudal-
mente cerca al arco isquidtico el didmetro de la uretra
disminuye ligeramente; craneal a esta se abren los con-
ductos de las glindulas bulbouretrales a lado y lado de
la pared uretral.

El aparato muscular se puede denominar de esta mane-
ra, dado que actua sinérgicamente para el proceso de la
miccién desde la vejiga urinaria hasta la uretra, y en la
eyaculacion, con el bloqueo del meato urinario interno
y el Veru montanum. Su accién final es bloquear el paso
de la orina en el momento de la eyaculacién y asegurar
la mezcla de las secreciones de las gldndulas genitales
accesorias y los espermatozoides en la uretra pelvia-
na. El contacto directo con la uretra e indirecto con la
vejiga y el trigono vesical a través del poro urinario in-
terno genera un factor de riesgo de infeccién ascenden-
te o sistémica de las gldndulas, como en el caso de las
vesiculitis infecciosas. Adicionalmente, una disfuncién
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neuromuscular podria alterar la accion eficiente de los
orificios eyaculatorios y del cierre efectivo del meato
urinario interno, el cual podria generar contaminacién
del semen con orina.

Aunque no existen informes de equinos particulares
de estas presunciones anteriores, ofrece un buen cam-
po y preguntas de investigacion y particularmente en
casos de infeccion por leptospira que son raros de pre-
sentacion en semen. La exposicion de reproductores a
hembras infectadas con leptospira podria ser causa pre-
disponente y determinante en encontrar genomas de
leptospira y presencia de leptospira cualitativa en MAT

(19).

La presentacién de Leptospira spp. puede ser variada
segun la zona geogrifica y tipo de sistema productivo
equino. En el caso particular de la investigacién no se
encontrd un indice alto de infeccidn por la reproduc-
cién en las zonas de estudio donde fueron predomi-
nantes Leptospira interrogans, serovariedades Canicola,
Pomonay Grippotyphosa. Esto es diferente alo hallado
por Divers y Chang (1), quienes describen que en Nor-
teamérica la mayoria de los abortos son causados por el
serovar Pomona, pero también se encuentran involucra-
das la Grippotyphosa y Hardjo en regiones enzooticas.
En el caso del serovar Bratislava, registran que su aisla-
miento afecta en los equinos los casos de uveitis y abor-
tos (5,20,21).

CONCLUSIONES

Los resultados serolégicos encontrados sugieren la ex-
posicion de los sementales a Leptospira spp. sin que se
manifieste condicién clinica en ellos. Los resultados
positivos de la PCR convencional en un 1,9 % de total
de las muestras precisan la existencia del ADN bacte-
rial; sin embargo, generan la pregunta de si realmente
ese material genético bacteriano procede del semen o se
asocia a la presencia de leptospiras en el conducto ure-

tral, debido a que estos animales registraron serologias
positivas. Estos resultados difieren de los hallados en
otros estudios, en los que se ha encontrado el 50% de
positivos por PCR en muestras de sementales.

Se afirma en el presente estudio que en la mayor presen-
tacién de infecciones, de los casos positivos, el 74,3 %
corresponde a la Leptospira interrogans, serovariedades
Canicola, Pomona y Grippotyphosa. La alta tasa de
animales con cultivos positivos a Leptospira spp., y con
resultados negativos a PCR convencional del gen rrl,
puede ser debido a:

o Presencia de inhibidores de la Tag-polimerasa en
las muestras purificadas de ADN.

«  Bajaconcentracién de la bacteria, que no permite la
amplificacién por la técnica de PCR pero si el creci-
miento en cultivos en medio EMJH, pero con tiem-
pos superiores a los dos meses de cultivo.

Teniendo en cuenta que la deteccién del genoma de lep-
tospira mediante la utilizacion de la técnica de PCR en
el semen y el liquido preseminal fue muy baja en los pre-
dios muestreados, se considera esta técnica como una
prueba de alto valor diagndstico para este caso. Pero la
presencia de anticuerpos contra este agente sugiere que
los animales positivos han estado expuestos y su locali-
zacion podria encontrarse en el rifién, lo cual coincide
con los estudios sobre la patogénesis de las infecciones
en las especies animales. Particularmente en un predio
donde se encontraron titulos positivos por la técnica de
MAT y positivos a PCR, se registraron casos de abortos
que fueron tratados como casos de leptospirosis.

La presentacion de Leptospira spp. puede ser variada se-
gun la zona geogréfica y el tipo de sistema productivo
equino. En el caso particular de investigacion no se en-
contré un indice alto de infeccién por medio de larepro-
duccién, ni ocular (uveitis), en la zona de estudio donde
fueron predominantes Leptospira interrogans, serovarie-
dades Canicola, Pomona y Grippothyphosa.
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