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in Villavicencio (Colombia)

Helena Quitian', Julieth Parra', Agustin Gongora Orjuela’,
Jorge L. Parra Arango?, Juan F. Gallego®, Luz H. Aponte Garzon*

Resumen

Objetivo: Determinar seroprevalencia por la prueba de MAT a seis serovares de Leptospira
spp. en el grupo de riesgo: auxiliares y veterinarios de consultorios de pequerios animales de
Villavicencio, Meta, Colombia, que previamente habia sido serorreactor por Elisa-Pambio.

Materiales y métodos: Se tomaron 72 muestras de sueros de individuos pertenecien-
tes al subgrupo de auxiliares y veterinarios, de una poblacion mayor que incluia otros 7
grupos humanos a riesgo a Leptospira spp. y que habia presentado reactividad seroldgica
considerada como “positiva” (17 %) a la prueba de Elisa para Leptospira spp. con un kit de
Pambio. Los sueros, que se habian conservado a -70°C en el Laboratorio de Reproduccion
y Genética Animal de la Universidad de los Llanos, fueron evaluados para reactividad
seroldgica a la prueba de microaglutinacién-lisis (MAT) con los serovares L. hardjopra-
jitno, L. copenhageni, L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. autumnalis, L. bratislava,
L. australis y L. pomona. Se utilizé el protocolo de laboratorio del Programa Nacional de
Investigacion en Salud Animal de CORPOICA-CEISA.

Resultados: La seropositidad a MAT fue 26.4%. En los auxiliares 21% y los veterina-
rios 29%. La seropositidad por serovar fue L. bratislava 24%, L. australis 8%, L. copenha-
geni 6%, L. canicola 3%, L. autumnalis y L. hardjoprajitno 1%. No se encontraron reacto-
res a icterohaemorrhagiae y pomona. Los titulos serolégicos estuvieron en un rango entre
1:25 y 1:400. La copositividad entre MAT y ELISA IgM fue 42% vy la conegatividad 77 %.

Conclusiones: La seropositidad en el grupo estudiado es alta y preocupante, por lo tanto,
exige extremar las medidas de bioseguridad durante la prdctica médico veterinaria.

Palabras clave: Leptospira, prueba Elisa, estudios seroepidemioldgicos, factores
de riesgo (fuente: DeCS, BIREME).
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Abstract

Obijective: Determining to six serovares Leptospira spp. seroprevalence in assistants and
veterinarians working in small animal consulting rooms in Villavicencio, Meta Colombia
that previously had been seroreactor for Elisa-Pambio.

Materials and Methods: 72 sera samples were taken from a subgroup of individuals
consisting of assistants and veterinarians, in turn forming part of a larger population
which included another 7 human groups at risk of becoming infected by Leptospira spp.; a
cross-sectional epidemiological model was used and subjects were chosen by convenience.
The sera had remained frozen (-70°C) in the Universidad de los Llanos Animal Repro-
duction and Genetics laboratory since being obtained. A commercial indirect ELISA kit
(Pambio) was used for determining IgM antibodies. hardjoprajitno, copenhageni, canico-
la, icterohaemorrhagiae, autumnalis, bratislava, australis and pomona serovars were used
in the microscopic agglutination test (MAT). The protocol of laboratory of the national
program of investigation in animal health of CORPOICA-CEISA was used.

Results: MAT seropositivity was 26.4% (21% in assistants and 29% in veterinarians)
Seropositivity by serovar was: 24% bratislava, 8% australis, 6% copenhageni, 3% cani-
cola, 1% autumnalis and hardjoprajitno. No reactors to icterohaemorrhagiae and pomona
were found. Serological titres ranged from 1:25 to 1:400.

Conclusions: It was thus concluded that seropositivity in the group being studied was
high and worrying, meaning that biosafety measures must be maximized for all people
working in veterinary practice.

Keywords: Leptospira, ELISA, sero-epidemiological study, risk factor (source:
MeSH, NLM).
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INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad zoo-
notica de amplia distribucion mundial (1).
Actualmente es considerada una enferme-
dad reemergente en diversos paises; sin
embargo, a nivel del trépico y subtropico se
reportan las mayores prevalencias debido a
las condiciones ambientales que favorecen
su trasmision (2,3). En humanos, la enfer-
medad presenta diversos cuadros que van
desde formas subclinicas hasta sindromes
altamente mortales. El diagnodstico es dificil
ya que se confunde con otras enfermedades
tropicales como el dengue, malaria, influen-
za u otras caracterizadas por signos clini-
cos inespecificos de fiebre, dolor de cabeza
y mialgias (4).

Se ha considerado tradicionalmente la lep-
tospirosis como una enfermedad ocupacio-
nal, que afecta diversos grupos humanos
como trabajadores de arrozales, ordefiado-
res, operarios de mataderos, de granjas por-
cicolas, militares y veterinarios (3); sin em-
bargo, los casos sin riesgo ocupacional han
venido aumentando (5), al igual que otros
casos asociados con actividades deportivas
y recreativas (6-8, 9,10).

El diagndstico definitivo de la leptospirosis
es el cultivo de la bacteria en medios selecti-
vos a partir de sangre u orina durante la fase
aguda de la infeccion, pero no es facil y re-
quiere tiempo; por tanto, las pruebas serold-
gicas han surgido como una alternativa para
establecer un diagnostico rapido que permi-
ta instaurar un tratamiento oportuno (11).

La prueba de referencia es la microaglutina-
cién-lisis (MAT) recomendada por la OMS,
que detecta anticuerpos contra serovares
especificos, con algunos limitantes como la
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reaccion cruzada entre algunos serovares,
la necesidad de sueros pareados para con-
firmar una infeccion activa (11) y el apoyo
de un laboratorio especializado para man-
tener las cepas vivas y libres de contami-
nacion (12). Por su parte, la prueba Elisa
permite un diagnoéstico rapido y libre de los
limitantes antes enunciados.

En Colombia, la leptospirosis no es de noti-
ficacion obligatoria (13), lo que puede estar
incidiendo en la baja notificacion y diagnds-
tico en humanos, en contraste con las altas
tasas de seropositividad encontradas en
animales domésticos en diversas regiones
(14). De otro lado, es escasa la importan-
cia que se da a las infecciones zoonoticas y
otros riesgos en los profesionales del sector
agropecuario (15). De acuerdo con la OMS,
deberian hacerse exdmenes periodicos para
enfermedades zoonoticas en varios grupos
ocupacionales, incluidos los veterinarios.

En Holanda 102 veterinarios fueron exami-
nados para Streptocous suis tipo II, Brucela
abortus, Leptospira y virus de la coriomenin-
gitis linfocitica; se encontré una mayor sero-
conversion a Streptocous suis (6%), Brucela
abortus (4.9%) y Leptospira (3.9%) (16). En
Estados Unidos se reporta una prevalencia
entre 13.2% a 64.5% a infecciones zoonoti-
cas en veterinarios (17). En Australia, 4% de
los veterinarios reportaron haber adquirido
una enfermedad zoonotica (18).

En Brasil, en el Hospital Veterinario de la
Universidad Federal de Santa Maria (HV-
UFSM), Rio Grande do Soul, se infectaron
37 personas con Leptospira, de las cuales 32
(85.5%) fueron seroldgicamente positivas
y 5 (13.5%) presentaron un cuadro clini-
co compatible con la enfermedad (19). En
Cuba, en la provincia de Ciego de Avila
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en una encuesta a 211 veterinarios sobre el
nivel de conocimiento de las mdas impor-
tantes zoonosis, solo el 31% aprobaron el
cuestionario; los niveles mas bajos fueron
en leptospirosis y toxoplasmosis (20). En Co-
lombia no se tienen estudios poblacionales
ni referentes bibliograficos para cuantificar
y disminuir el riesgo de infecciones a en-
fermedades zoonoticas en profesionales y
personal de apoyo que manipula animales
domésticos o silvestres.

El objetivo de este estudio fue determinar la
seroprevalencia a Leptospira spp. mediante
las pruebas de MAT y ELISA-IgM, en per-
sonal auxiliar y veterinarios de los consul-
torios veterinarios urbanos de Villavicencio
y valorar la copositividad y conegatividad
entre las dos pruebas.

MATERIALES Y METODOS
Muestras

Se utilizaron 72 muestras del banco de sue-
ros humanos del Laboratorio de Reproduc-
ciéon y Genética Animal de la Universidad
de los Llanos, que pertenecian al subgrupo
de riesgo ocupacional de auxiliares y vete-
rinarios de los consultorios veterinarios ur-
banos de la ciudad de Villavicencio, Meta,
Colombia, de un estudio desarrollado con
anterioridad sobre leptospirosis en grupos
ocupacionales de riesgo, donde la prueba
serologica empleada fue un equipo o kit
comercial ELISA-IgM® (21). Al momento
de la toma de la muestra el grupo objetivo
manifesto sentirse saludable y sin malestar.
Se utilizo la informacion previa de las varia-
bles género, edad y actividad socioecond-
mica que habia sido obtenida mediante en-
trevista, previo consentimiento informado.
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PRUEBA DE
MICROAGLUTINACION-LISIS (MAT)

Luego se realizd la prueba siguiendo el
protocolo para MAT del Laboratorio de
Leptospira y Leptospirosis del Programa
Nacional de Investigacion en Salud Animal
de la Corporacién Colombiana de Investi-
gacion Agropecuaria, corroica (Bogotd).
Los sueros fueron probados en diluciones
dobles a partir de 1:25 hasta techo final con
los serovares L. hardjoprajitno, L. copenhage-
ni, L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. au-
tumnalis, L. bratislava, L. australis, L. pomona.
Los serovares empleados como antigeno
vivo correspondian a la bateria cldsica, con
garantia de identidad gendémica empleada
en el mismo laboratorio. Se considerd dilu-
cién positiva aquella donde la lectura en el
microscopio de campo oscuro present6 50%
o mas de leptospiras aglutinadas con res-
pecto al control.

ANALISIS ESTADISTICO

La asociacion o independencia de las va-
riables: veterinario, auxiliar de consultorio
y género se determind por una prueba de
Chi cuadrado, asi mismo la fuerza de la aso-
ciacion por riesgo relativo. En el caso de los
grupos de edad se corrid una tendencia li-
neal de proporciones (Epiinfo 3.3 2004).

RESULTADOS

De los 72 sueros analizados por MAT, 48
(66.6%) correspondieron a veterinariosy 24
(33.3 %) a personal auxiliar; 33 (46%) fueron
mujeres y 39 (54%) hombres.
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Figura 1. Frecuencias y proporcion de sueros reactores a seis serovares de Lepfospira por MAT (> 1:25)
en personal auxiliar y veterinarios, de consultorios urbanos de Villavicencio, Meta,Colombia.

El porcentaje general de reactores a MAT
para 1 o mas serovares en dilucion > 1:25
fue 26,4 % (19/72), de los cuales 29% (14/48)
correspondio a veterinarios y 21% (5/24) al
personal auxiliar. La distribucion de reacto-
res por género fue de 30% para género fe-
menino y 23% para género masculino. Ni la
actividad en el consultorio (Ji* 0.22; gl 1; p >
0.10) ni el género (Ji* 0.18; gl 1; p > 0.10) se en-
contraron asociados al estatus de reactividad
serologica a Leptospira spp. con MAT.

La edad promedio de la poblaciéon fue de
33 afos, y la reactividad serologica a MAT
por grupos de edad fue: de 15-25 afios 311
(27.2%), 26-35 anos 939 (23.07%), 36-45 afios
416 (25%) y 46-60 afos 36 (50%). La tenden-
cia lineal de proporciones no fue significativa
para los grupos de edad (Ji* 0.683 p > 0.10).

La seroprevalencia encontrada para cada
uno de los serovares fue L. bratislava 24%
tres veces superior al serovar L. australis
8%, cuatro veces mas que L. copenhageni
6% y seis veces mayor que L. canicola 3%,
L autumnalis y L. hardjoprajitno 1%. No se
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encontrd reactividad positiva (= 1:25) a los
serovares L. icterohaemorrhagiae y L. pomona.
Figura 1.

Para las diluciones: 1:25, 1:50; 1:100, 1:200 y
1:400 la proporcion de reactores fue: 39%,
32%, 16%, 10% y 3%, respectivamente. El
titulo mas alto fue para L. australis en la
dilucion 1:400. Para el serovar L. bratislava
la distribucion porcentual de reactores para
las 4 primeras diluciones fue 1:25 53%, 1:50
29%, 1:100 6% y 1:200 12%.

DISCUSION

La tasa de reactores por MAT en este es-
tudio (26,4%) es alta y superior a la repor-
tada a nivel urbano en ciudades como Cali
(23.3%) (22) y en poblacion aparentemente
sana a nivel del pais (18.4%) (23) y en regio-
nes del Perti (19%) (24), lo que confirma a
los veterinarios y auxiliares de veterinaria
como un grupo importante de riesgo a in-
feccion por Leptospira spp.
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La mayor seroprevalencia de reactores en
los veterinarios (26%) respecto a los auxi-
liares (21 %), puede reflejar un mayor gra-
do de exposicidn a las leptospiras, en razén
de las actividades propias de la profesion;
sin embargo, el andlisis de riesgo relativo
no demostrd mayor riesgo en un grupo con
respecto al otro.

La seropositividad que el grupo presento al
Elisa de Pambio, 17%, (21) con respecto a la
reactividad general a los serovares por MAT
(26.4%) fue significativamente inferior.

La prueba MAT detecté un mayor nimero
de sueros positivos que coincide con estu-
dios realizados en Vietnam, en pacientes
febriles infectados por leptospira (25). En
el Pert, utilizando el mismo kit de Elisa-
Pambio, se observd una menor sensibilidad
y la presencia de reacciones cruzadas (26);
sin embargo, cuando se elaboré un kit Eli-
sa que incluy¢ los seis serovares patdgenos
mas prevalentes del mismo pais, los resul-
tados de la prueba fueron superiores, lo que
sugiere que el uso de serovares locales au-
mentan la sensibilidad y especificidad de la
misma (27). Esta misma estrategia podria
ser objeto de valoracion en Colombia, uti-
lizando los serovares mas prevalentes para
las diferentes regiones.

En otras investigaciones, utilizando el kit
Elisa Pambio, se encontrd una alta sensibi-
lidad y especificidad frente a otras pruebas
seroldgicas, por lo que se recomienda su
uso en etapas tempranas de la infeccion (28,
29). Contrariamente, se ha sugerido su uso
como prueba tamiz y que se mantenga la
prueba MAT como confirmatoria (27).

A pesar de las multiples ventajas que pre-
sentan las pruebas de Elisa, se cree que la
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alta variabilidad en los resultados es el re-
sultado de la preparacion de antigenos ela-
borados con la leptospira completa; cuando
estos antigenos fueron reemplazados por
antigenos recombinantes, se simplifico la
produccion y estandarizacion de la prueba
obteniendo mejores resultados (30).

Aunque la edad no fue un importante fac-
tor de riesgo, el mayor numero de reacto-
res correspondi6 a aquellos en los cuales se
ubica la mayor poblaciéon econdmicamente
activa, que coincide con estudios previos
(26); aunque no se han estimado las pérdi-
das econdmicas, por efecto de incapacidad
médica, estas podrian ser considerables y
deben ser objeto de nuevos estudios.

Estos resultados también pueden revelar
las caracteristicas propias de la prueba, ya
que el ELISA-IgM detecta IgM. Se cono-
ce que una vez la Leptospira llega al torren-
te sanguineo, se desencadena la respuesta
inmune con la secrecion de IgM, 4 a 7 dias
después de la infeccion (31); posteriormen-
te aparecen los anticuerpos neutralizantes
IgG, los cuales aumentan de forma progre-
siva desde el dia 15 postinfeccion hasta los
dos meses, cuando inician un lento descen-
so a niveles basales que pueden persistir
por anos (32). A medida que la concentra-
cion de IgG aumenta, la IgM disminuye; asi
es por lo que IgG con mayor frecuencia se
detecta por la prueba de MAT.

La reactividad seroldgica en 6 de los 8 sero-
vares probados por MAT sugiere la presen-
cia de reacciones cruzadas (33) o la infectivi-
dad compartida de los diferentes serovares
de leptospira. La mayor reaccion al serovar
L. bratislava podria indicar una mayor expo-
sicion a los principales reservorios de este
serovar (porcinos y equinos), distinto del

Salud Uninorte. Barranquilla (Col.) 2009; 25 (1): 47-55



SEROPREVALENCIA DE INFECCION POR LEPTOSPIRA SPP. EN AUXILIARES Y VETERINARIOS
DE CONSULTORIOS DE PEQUENOS ANIMALES DE VILLAVICENCIO (COLOMBIA)

serovar L. canicola, que se suponia podria
tener un mayor contacto con los veterina-
rios y sus auxiliares en los consultorios, ya
que los perros son la especie dominante de
consulta urbana veterinaria en Colombia.

La mayor reactividad al serovar L. bratisla-
va requeriria una evaluacion sobre la infec-
cion y el rastro seroldgico en caninos. Asi
por ejemplo, en Long Island, Nueva York
(1996), los casos de leptospirosis en caninos
provinieron de infecciones por L. grippo-
typhosa y L. pomona (34).

El serovar L. bratislava ha sido reportado
como el mas prevalente en otros paises
(35) que coincide con estudios a nivel local
en grupos humanos y de animales (36,37).
Dentro de la trasmision de la leptospira no
se deben subestimar otras fuentes de infec-
cién, como el contacto con aguas estanca-
das, ya que se conoce que la mayoria de las
especies patdgenas pueden sobrevivir por
largos periodos de tiempo en este ambiente.
En Villavicencio, son frecuentes las inun-
daciones en la época de lluvias, las cuales
podrian vehicular la leptospira, aunque se
desconoce la presentacion de brotes epidé-
micos por esta causa.

La baja prevalencia al serovar L. canicola en-
contrada en este estudio, ha sido observada
también en paises europeos desde cuando la
vacunacion se empez¢ a utilizar ampliamen-
te (38). En Colombia, esta medida se viene
utilizando dentro de los planes de preven-
cion a leptospira por parte de los propieta-
rios de los caninos y posiblemente expliquen
el bajo nimero de reactores a este serovar.

Sin ser objetivo del estudio ni tener la cuan-

tia de muestras, sélo con la capacidad de
discernir sobre sensibilidad, especificidad y
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concordancia entre el MAT y el Elisa Pam-
bio se notd una débil concordancia entre
MAT vy Elisa IgM medido a través del pa-
rametro de Kappa; descontando al factor
azar, puede ser atribuido a la presencia de
otros serovares en el kit de Elisa IgM que
no fueron los mismos utilizados en la prue-
ba MAT; por tanto, Elisa es una prueba de
género especifico, mientras MAT es serovar
especifico.

Se concluye que la seroprevalencia gene-
ral por MAT en el grupo de médicos vete-
rinarios y auxiliares de veterinaria de los
consultorios de la ciudad de Villavicencio
es alta y en particular resalta la serorreac-
tividad dominante al serovar L. bratislava,
que no es especie especifico de los caninos,
y que debera evaluarse su trasegar epide-
mioldgico en la cadena de difusion de la
Leptospira.

Conflicto de intereses: ninguno.
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