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RESUMEN

La leptospirosis es una zoonosis re-emergente de distribucién mundial, producida por bacterias
patdgenas del genero Leptospira. El cuadro clinico en humanos varia desde asintomatico hasta
letal. La transmisién de la bacteria a un hospededero susceptible se realiza por contacto directo
o indirecto con orina de animales infectados. Dentro de la epidemiologia los cursos de agua
cumplen un rol significativo, ya que la bacteria es hidrofilica, permaneciendo viable en agua por
largos periodos de tiempo. Los animales de vida silvestre son un importante reservorio, siendo
los roedores el caso méas estudiado, también se ha evidenciado transporte renal y largos
periodos de leptospiruria, en mustélidos, zorrillos y mapaches. Al respecto estudios recientes en
Francia han revelado 86% de prevalencia de anticuerpos contra Leptospira, y un porte renal de
un 23%, por pruebas de PCR, en vison americano (Neovison vison). Con el fin de detectar
Leptospiras patdgenas en visones americanos de vida libre, introducidos en el sur de Chile, se
tomaron muestras de sangre y rifion desde animales capturados en 3 regiones distintas del pais
(Los Rios, Los Lagos y Aysén). Se detectaron Leptospiras patdgenas mediante PCR en 29 de
57 individuos. Las muestras de riiidn presentaron mayores resultados positivos en proporcion a
la cantidad de muestras analizadas. Las regiones de los Lagos y de Aysén obtuvieron mayores
tasas de captura y alto porcentaje de individuos positivos. Neovison vison presentd un alto
porcentaje de portacion de Leptospira (50%), pudiendo ser un importante agente diseminador
de esta bacteria. Debido a su capacidad invasiva de ambientes naturales, y a la interaccién con

especies domésticas y silvestres nativas se deben realizar estudios que lo confirmen.

Palabras claves: Leptospira sp., zoonosis, mustélidos, Neovison vison.



ABSTRACT

Leptospirosis is a re-emerging zoonosis with a worldwide distribution, caused by pathogenic
bacteria of genus Leptospira. The symptomatic chart in humans could be from asinthomatic until
lethal. The bacterial transmission is by direct contact or indirect, with infected animal’s urine
contact. In this disease epidemiology the water courses have a significant role, because this is a
hydrophilic bacterium, capable of stay viable in water for long periods of time. The wild animals
are an important reservoir, being the rodents the most studied group; also there is evidence of
renal transport and long periods of leptospiuria, in mustelids, skunks and raccoons. About this
matter, recent studies in France have revealed 86% of prevail of Leptospira antibody and a renal
carriage of 15-23% by PCR test in american mink (Neovison vison). In order to detect pathogen
Leptospira in wild, American minks insert in southern Chile, blood and kidney samples have
been taken from animals captured in 3 different regions of Chile: De Los Rios, De Los Lagos
and De Aysen. Pathogens Leptospira were detected by PCR test 29 of 57 individuals. Kidney
samples presented more positive results in proportion to the number of analyzed samples. The
regions of De Los Lagos and De Aysen got bigger capture rate and higher percentage of
positive individuals. Neovison vison presented a high percentage of Leptospira carriage (50%)
and it could be an important agent in this bacteria spread. Because the invasive habits of this
specie, and its capability to contact domestic and wild animals, it's necessary more research to

confirm this conclusion.

Key words: Leptospira sp., zoonosis, mustelids, Neovison vison, american mink.



INTRODUCCION

Actualmente las enfermedades zoonéticas constituyen una importante preocupacion a
nivel mundial. La relacion que existe entre los agentes patdgenos zoonoticos y los animales
silvestres cobra relevancia, debido a que éstos pueden actuar como reservorios para algunos
de estos agentes. Es el caso de la leptospirosis una enfermedad infecciosa que afecta a
mamiferos domeésticos y silvestres, incluido el hombre. Esta zoonosis es considerada un
problema de salud publica en Asia y Latinoamérica, ademas actualmente se ha catalogado
como una enfermedad re-emergente en poblaciones humanas. En Chile, existen datos de un
incremento de la incidencia de casos de leptospirosis en humanos en los dltimos afios, no
pudiendo establecerse con certeza la fuente de infeccion. Debido a esto, en nuestro pais desde

el afio 2000 es una enfermedad de notificacion obligatoria.

El agente infeccioso de la leptospirosis es una bacteria perteneciente al orden
espiroquetas, familia Leptospiraceae, género Leptospira. Este género contiene un variado grupo
de organismos, que han sido divididos genotipicamente en 17 genomo-especies. Segln esta
clasificacion hay 3 grupos de Leptospiras: patdégenas, oportunistas y saprofitas (Cerqueira y
Picardeau, 2009). Las especies patégenas mas importantes son: L. interrogans, L.
borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchii, L. weilli, L. kirschneri y L. alexanderi (Evangelista y
Coburn, 2010). (Anexol, Tabla 1). Antiguamente este género se dividia fenotipicamente en dos
especies: L. interrogans que comprendia a las especies patdgenas y L. biflexa al que
pertenecian las especies saprofitas (Adler y De la Pefia Moctezuma, 2010). También se utiliza
la clasificacién serol6gica segun sus relaciones antigénicas, describiéndose mas de 225

serovares patdgenos (Moore et al., 2006; Evangelista y Coburn, 2010).

La infeccién en el humano y otros hospederos susceptibles ocurre por contacto directo
con orina de animales infectados, o indirectamente a través de agua, tierra o alimentos
contaminados con Leptospiras patégenas (Sykes et al., 2011). Al ingresar al organismo esta
bacteria invade practicamente todos los tejidos y Organos, produciendo diversas
manifestaciones clinicas en el hospedero. Posteriormente es eliminada por el sistema inmune,
no obstante lo cual, puede asentarse en los tubulos proximales de los rifiones y ser excretada
por la orina transformandose, el hospedero, en portador (Terpstra, 2003). Los sintomas pueden
tener distintos grados de severidad, que van desde una infeccién de tipo gripal leve, hasta un

sindrome multiorganico que puede ser fatal, caracterizado por ictericia, hemorragia pulmonar,



disfuncion hepética y/o renal y lesiones vasculares en distintos dérganos, conocido como
enfermedad de Wei (Plank y Dean, 2000).

El diagndstico de esta enfermedad se realiza por serologia, debido a las dificultades
asociadas al aislamiento de la bacteria como son la alta complejidad de su cultivo y la baja
sensibilidad de éste (45%) (Moore et al., 2006). La prueba de referencia de la OMS, es la
Microaglutinacion (MAT), ésta presenta algunas dificultades como una sensibilidad variable,
reacciones cruzadas entre serovares, y pacientes con ausencia o retardo en el incremento de
anticuerpos (Brown y Prescott, 2008). Teniendo en cuenta estas limitaciones, se han
desarrollado otras pruebas diagnésticas como es la deteccibn del genoma bacteriano por
métodos moleculares basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). (Moreno y
Agudelo-Flérez, 2010)

Respecto a la epidemiologia, las bacterias del género Leptospira son consideradas
ubicuas en términos de su distribucién geogréfica, estando presentes en casi todo el mundo.
Estas bacterias pueden sobrevivir hasta 180 dias en tierra y al ser hidrofilas, pueden
permanecer viables por varioS meses en reservorios naturales de agua como pantanos,
lagunas, y estanques (Bharti et al., 2003). La leptospirosis actualmente ha causado brotes
epidémicos alrededor del mundo, algunos de los paises registrados son Nicaragua, Brasil, India
y Colombia (Moreno y Agudelo-Fl6rez, 2010). En EE.UU, Canada y algunos paises de Europa,
han ocurrido brotes en personas que realizan actividad fisica en entornos naturales y acuaticos
(Evangelista y Coburn, 2010). Ademas, se ha documentado un marcado aumento de
leptospirosis en caninos domésticos en Canada y EE.UU. Esta situaciéon puede atribuirse a un
incremento de la incidencia de esta enfermedad, por causas de tipo ecoldgico como son el
calentamiento global o el incremento de contacto con animales silvestres, ya que los serotipos
encontrados se asocian generalmente a poblaciones silvestres, como mapaches (Prescaott,
2008). Los perros constituyen el principal reservorio dentro de los animales domésticos, aunque
los serotipos presentes en ellos, han sido controlados gracias a la vacunacién canina (Brown y
Prescott, 2008).

El nimero de casos de leptospirosis en pacientes humanos que ocurren mundialmente
no es conocido con precision, debido a que los casos generalmente no son adecuadamente
diagnosticados. Cuando se producen brotes, y en grupos con alto riesgo de exposicion, la
incidencia de la enfermedad puede alcanzar mas de 100 casos por 100.000 personas. La tasa
de letalidad varia entre un 5 a un 30% (Terpstra, 2003)
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En Chile es una enfermedad endémica, pero no se conoce la real magnitud del problema
debido a que esta enfermedad hasta hace pocos afios no formaba parte de las Enfermedades
de Declaracion Obligatoria (MINSAL, 2004). Esta situacion cambi6 en el afio 2000, cuando el
Reglamento N° 712 sobre Notificacion de Enfermedades de Declaracion Obligatoria, establece
que Leptospira sp., sera objeto de vigilancia. En el afio 2004 el Decreto N° 158, incluy6 a la
Leptospirosis como una enfermedad de notificacion obligatoria inmediata y pasa a ser objeto de
Vigilancia de Laboratorio (MINSAL, 2004).

En nuestro pais en el &mbito de la medicina veterinaria, se han realizado escasos
estudios en relacion con este patégeno. Al respecto Zamora y Riedemann ((a) 1999),
encontraron una seroprevalencia del 18,4% en roedores en la Region de Los Rios (Chile). Silva
y Riedemann en el 2007, sefalaron que la prevalencia detectada en perros atendidos en
clinicas veterinarias de Valdivia, fue de un 18,2%.

El rol epidemiolégico de los roedores en la mantencion de la leptospirosis esta bien
documentado, pero es poco lo que se sabe acerca de otras especies de vida libre, ya que no
existen datos en otras especies silvestres que puedan aportar antecedentes epidemiolégicos de
esta enfermedad. En este sentido un animal silvestre que puede ser importante
epidemiol6gicamente es el vison americano (Neovison vison), un mamifero carnivoro de la
familia mustelidae, que fue introducido a Chile en zonas rurales de Punta Arenas, Coihaique y
Puerto Montt, con finalidades comerciales a partir del afio 1934. Mas tarde, a través de
liberaciones voluntarias desde granjas peleteras, escapes accidentales y colonizacion de
individuos desde Argentina las poblaciones silvestres de este animal en Chile comenzaron a

asentarse y posteriormente a propagarse (Gonzéles, 2007).

Estos mustélidos se han convertido en una de las especies invasoras mas dafiinas para
la biodiversidad de nuestro pais, especialmente en la Region de Aysén, entre los dafios
atribuidos se encuentra la fuerte depredacion sobre huevos, crias y adultos de numerosas
especies de aves acuaticas, roedores silvestres, peces, crustaceos, anfibios endémicos, y

animales de granja (Medina, 2010).

Por esta razon el vison puede contagiarse con enfermedades infecciosas desde
animales domeésticos, ya que suele estar en contacto con asentamientos humanos y también
desde animales silvestres, de esta forma amplia el espacio de propagacion de patologias hacia

los animales endémicos, de granja o de compafiia y también al hombre, posee ademas
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conductas acuaticas habitando en las cercanias a cuerpos de agua pudiendo contaminar estas
fuentes (Medina, 2010).

Existen estudios que han reportado como reservorio a mustélidos, zorrillos y mapaches,
aungue en estas especies no se han reportado signos clinicos de enfermedad, existe evidencia
de transporte renal y de largos periodos de leptospiruria (Gaydos et al., 2007). Una
investigacion realizada por Moinet et al. (2010) documenté en el sur-oeste de Francia la
presencia de Leptospiras patdégenas en las especies visén europeo (Mustela luterola) y visén
americano (Neovison vison) por andlisis de muestras de rifibn y suero sanguineo mediante
MAT, registrando altos niveles de prevalencia de anticuerpos para 6 serogrupos de Leptospira
patdgenas, (86% en vison americano de vida libre; 65,4% en vison europeo y 31% en visones
americanos de granja). Mediante PCR se detecté un porte renal de un 23% en 34 visones
europeos y de un 15% en 33 visones americanos. El rol de estos carnivoros de vida libre debe
ser considerado en la epidemiologia de esta enfermedad, ya que todas las especies infectadas
por Leptospira son potenciales excretores y por lo tanto hospederos amplificadores y

diseminadores de la enfermedad (Adler y De La Pefia Moctezuma, 2010).

El objetivo del presente estudio fue detectar la presencia de Leptospiras patdégenas en
muestras de rifién y de sangre obtenidas desde visones americanos de vida libre, capturados
en tres regiones del sur de Chile (de Los Rios, de Los Lagos y de Aysén). Regiones donde el
visén es considerado una especie invasora plaga, segun el articulo 6° del Reglamento de la Ley
de Caza (SAG CHILE). La informacion que se obtenga desde animales de vida libre es muy
valiosa en la conservacion del equilibrio ecoldgico, en medicina veterinaria preventiva y en salud

publica.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio: El estudio se realizé en el sur de Chile, entre las latitudes 39°S a

45°S, en 6 areas distintas, que comprendian territorios de la Region de los Rios, Region de los
Lagos y Region de Aysén (Anexo 2, Tabla 2). Todos los sectores de muestreo se encontraban

cercanos a fuentes de agua, ya sea dulce o salada.

Muestras: Las muestras se obtuvieron desde 57 visones capturados por medio de
jaulas-trampas distribuidas en un radio de 2-3 km dentro del area de muestreo. Los visones
capturados fueron anestesiados con una combinacién de ketamina y xilacina. Se extrajeron
dos muestras de sangre desde yugular (una para tubo con buffer de lisis, y otro con EDTA) las
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cuales fueron mantenidas a -20° C. Se registro: el lugar de muestreo, sexo, y peso. Los
animales  fueron sacrificados por puncion intracardiaca con tiopental (0,5 ml/vison,
concentracion 5%), y se recolect6 una muestra de rifibn por laparotomia, la cual fue
conservada a -20° C en alcohol 70%. Posteriormente las muestras se transportaron al
Laboratorio BIOVETEC, FAVET para su procesamiento.

Purificacion de ADN desde las muestras de sangre y rifién: Se extrajeron 500 pl de

la muestra que se traspasaron a un tubo eppendorf de 1,7 ml, se agregd 900ul en muestra de
rifién y 500 pl en el caso de sangre, de tampdn de lisis de DNA (50mM Tris-HCI, 50mM EDTA
pH 8 y 400mM NaCl), mas 100 yl SDS 10%(p/v) y 20 ul de proteinasa K 20 mg/ml). Se
mezclaron en vortex y se incubd a 65°C por 60 min en bafio seco (calentador Standard
Heatblock | 949040). Posteriormente los tubos se centrifugaron a 13500 rpm por 15 minutos a
4°C (centrifuga Hermle Z300 K). Del sobrenadante se traspasaron 500 ul a un nuevo tubo y se
agreg6 200ul de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (50%:48%:5%), se mezclaron invirtiendo
varias veces. Luego se centrifugd a 13500 rpm por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se
traspaso6 a un nuevo tubo y se agreg6 0,1 volumen de NaAc y 1 volumen de isopropanol 100%
y se mantuvo 24 horas a -80°C (frezzer lishin Europe model DF8514), para permitir la
precipitacién de ADN. Posteriormente, se centrifugaron los tubos a 13500 rpm por 15 minutos a
4°C y se descartd el sobrenadante. El precipitado se lavo con 500 pl de etanol 70%(v/v), a
continuacién el precipitado se secé en estufa a 37°C (incubadora Memmert modell 100-800) y
se resuspendio en 250 yl de agua libre de nucleasas, el ADN eluido se almacené a -80°C

hasta realizar los PCR (Lester y Lefebvre, 2003).

Identificacion de Leptospira interrogans, mediante PCR anidado en las muestras

de sangre y rifién: se realiz6 un PCR anidado para detectar el ADN bacteriano de leptospiras

patdgenas en las muestras previamente purificadas. Se utilizaron 100 pg/ pl de ADN de cada
muestra como templado. Los partidores usados en este protocolo corresponden a una
comparacion de secuencias del gen ribosomal 16S de leptospiras patogénicas conocidas: PF1
(5-AGGGAAAAATAAGCAGCGATGTG-3’) y PR1 (5-ATTCCACTCCATGTCAAGCC-3’) en el
primer PCR. En el segundo se utilizé 1 ul del producto del primer PCR como ADN templado y
los siguientes partidores: PF2 (5-GAAAACTGCGGGCTCAAAC-3') y PR2 (5-
GCTCCACCGCTTGTGC-3). Ademas, se utilizaron para cada tubo en ambos PCR los
siguientes reactivos: 200 uM de deoxinucleotidos trifosfatos, 2,5 ul de buffer 10X, 15 mM de
MgCl,, 1,25 U de Tag polimerasa. El volumen final se ajustd6 a 25 pl con agua libre de

nucleasas (Lester y Lefebvre, 2003).
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La amplificacibn se realizé en un termociclador (ESCO®) con el siguiente
programa para ambos PCR: denaturacion inicial (5 min a 94°C); 35 ciclos de amplificacién (30
seg a 94°C; 30 seg a 57°C (primer PCR) y 52°C (segundo PCR); 30 seg a 72°C); elongacion
final (5 min a 72°C).

Para observar los productos de la reaccion de amplificacion se realizd un gel de
agarosa al 1%, el cual se corrié a 100V (volt) durante 60 minutos, usando buffer TAE 1X y
marcador de peso molecular de 100 y 1000 pares de bases. La tincion del gel se realiz6é con red
gel y luego los resultados se visualizaron bajo una fuente de luz Ultra Violeta (U.V.).

El tamafo del primer amplificado fue 571 pb y del segundo amplificado 370 pb
(Wangroongsarb et al., 2007). Se utiliz6 como cepa control positiva el ADN de una vacuna
canina purificada que contiene Leptospira Interrogans Canicola e  Icterohaemorragiae

inactivada.

Secuenciacion de las muestras positivas a Leptospira interrogans: Con el objetivo de

determinar el genotipo de leptospira a aquellas muestras que amplificaron en el PCR anidado
para leptospiras patégenas se les realiz6 otro PCR, también amplificando el gen 16s ARN
ribosomal, los partidores utilizados fueron 5-AGGGAAAAATAAGCAGCGA-3y 5'-
ATTCCACTCCATGTCA- 3, Los ciclos correspondieron a denaturacion a 94°C por 1 minuto,
alineamiento a 55°C por 1 min, y elongacion a 72°C por 1 minuto, repetido por 30 ciclos.
(Wangroongsarb et al., 2007). En este caso el producto es de un tamafio entre 1000 a 1500 pb,
que cumple con el minimo necesario segun Lester y Lefebvre. Los productos resultantes de
este  PCR fueron enviados a secuenciar a Genytec. Las secuencias obtenidas fueron
ingresadas al programa en linea de bulsqueda de alineamiento BLAST,
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast).
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RESULTADOS

Se capturaron 57 individuos, 38 de ellos correspondieron a machos (67%) y 19 a
hembras (33%) (Figura 1). Se lograron capturar 34 individuos en la regiéon de Aysén, 15 en la

Region de Los Lagos y 8 en la Regién de Los Rios (Figura 2).

Individuos Capturados Segun Sexo

mmachos38 » hembras 19

Figura 1. Visones capturados. Porcentajes segun sexo (n = 57).

Individuos Capturados por Region

mAysen34 mloslagos15 = LosRios 8

Figura 2. Porcentaje de visones capturados clasificados por region.
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Se considerdé como diagndstico positivo, a aquel individuo que presenté alguna de las 3
muestras (sangre en buffer de lisis, sangre con EDTA, y/o rifién en alcohol) como positivas a la
técnica de PCR. Del total de individuos, 29 fueron positivos (50%), de los cuales 18
correspondieron a machos (estos equivalen al 62% de los positivos y al 47% de machos
capturados) y 11 hembras (38% de los positivos, que corresponden al 57% de las hembras

capturadas) (Figuras 3).

Individuos Capturados/Positivos Seguin Sexo

g

T

2

2

machos
hembras
Total machos hembras

M capturados 57 38 /67% 19 /33%
[ positivos 29 18 /62% 11 /38%

Figura 3. Individuos capturados versus individuos positivos. Se muestra la proporcion de

positivos totales y la proporcion de positivos clasificados seguin sexo.
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Se obtuvo un total de 30 muestras de rifion, de las cuales resultaron 13 positivas (43%),
48 muestras de sangre con EDTA, de las cuales 9 fueron positivas (19%), y 50 muestras de
sangre en buffer de lisis, de las cuales resultaron 18 positivas (36%) (Figura 5).

Tipo de muestra obtenida/positiva

Rinon en alcohaol

sangre EOTA

sangre buffer lisis

- - £ &
L1 10 20 30 40 ED
Zangre buffar lisis sangre EOTA Rifion en alcohol
[u positivas 18 g 13
|8 total 50 43 30

Figura 4. Porcentaje de muestras positivas segln tipo de muestras analizadas.

Individuos muestreados/positivos
por region

BTOTAL = POSITVOS

¥l Aysén o
¥ Los Lagos —
¥V Loz Rios

Figura N° 5. Cantidad de individuos muestreados por region versus positivos.
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Respecto a los individuos positivos por region en la region de Aysén de 34 animales
muestreados, 15 fueron positivos (44%), en la regién de Los Lagos, de 15 individuos capturados
10 fueron positivos (66%) y en la region de los Rios de 8 animales capturados 3 resultaron
positivos (37%) (Figura 6). En la tabla n° 1 se detalla los animales capturados/positivos, en cada
sitio de captura.

Tabla 1. Total de muestras analizadas y nUmero de muestras positivas en cada uno de los sitios
de captura de Neovison vison.

Procedencia N° de muestras N° de muestras positivas
Isla magdalena (XI) 15 8
Rio Cisnes (XI) 10 4
Puerto cisnes (XI) 6 2
Liquifie (XI) 3 1
Maullin (X) 6 5
Lago Todos los Santos (X) 8 4
Palena (X) 1 1
Choshuenco (XIV) 3 0
Neltume (XIV) 5 3
Total 57 29

Con respecto a la secuenciacion, el producto de PCR para este fin arrojo bandas
inespecificas, por lo que se envid a secuenciar a la empresa Genytec un total de 4 fragmentos
de alrededor de 400pb. El resultado de las secuenciaciones al ser ingresado en el programa
internacional en linea BLAST, alineo entre 96 y 97 % con Leptospira Interrogans Serovar Lai,
Leptospira Borgpetersenii Serovar Hardjo Bovis, Leptospira Interrogans Serovar Copenhageni,
todas clasificadas como Leptospiras patdogenas (NC 004342.2, NC 008508.1, NC 005823.1).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Este estudio registrd6 un porcentaje de individuos positivos a Leptospira de un 50%,
siendo la primera vez que se detecta este agente patdogeno en mustélidos en Chile. Dentro de
los tipos de muestra, sangre con EDTA, con buffer de lisis, y rifion en alcohol, el mayor numero
de positividad fue renal, esto era de esperar, ya que en los tubulos proximales se establece esta
bacteria, para ser excretada por la orina, encontrandose en sangre solo durante la infeccion

inicial, el cuadro clinico, o periodos de reactivacion.

El porcentaje de portacion renal segun PCR correspondié a un 43%, el cual es mayor a
lo descrito en otras investigaciones que sefialan una positividad en visones a Leptospira segun
porte renal de alrededor del 20% (Moinet et al., 2010). Esto puede deberse a que todos los
sitios de muestreo correspondieron a sectores cercanos a cuerpos de agua, ya sea dulce o
salada, y también a que las regiones donde se realizaron, presentan una pluviosidad mayor a la
de otras regiones del mundo, donde se efectuaron estudios similares, estos dos factores como
se explicé anteriormente son claves en la sobrevida de la bacteria, que posee caracteristicas
hidrofilicas, sobreviviendo por meses en agua, y hasta 180 dias en tierra (McDonougth, 2001).
Al respecto, cobra también relevancia la capacidad del suelo de retener agua, y el pH de este,
ya que este patdgeno tiene un optimo de crecimiento a pH tendientes a la alcalinidad, entre 6.2
y 8.0 (Guerra, 2009), por lo cual seria interesante evaluar las condiciones de acidez/alcalinidad
de los suelos en los sectores muestreados. Dentro de este marco, puede influir en el porcentaje
de positividad, las estaciones climaticas en que fueron tomadas la muestras, ya que en su
mayoria fueron extraidas en primavera y verano, y aunque algunos autores sefialan que la
persistencia de la bacteria en ambientes y reservorios es estacional, aumentando en invierno
para disminuir en verano, teniendo una leve alza en primavera y otofio, otros aseguran que ya
que sus 6ptimos de crecimiento son temperaturas altas, podria asociarse a épocas mas calidas,
pero con alta humedad, probablemente esta serie de factores ambientales varian en cada
region y especificamente en cada sector particular, influyendo de diversas maneras sobre la

eco-epidemiologia de este agente infeccioso y sus serovares (Zamora y Riedmann (b), 1999).

Otra importante razon de la alta positividad tiene relacién con el tamafio muestral, ya que
a pesar del reducido nimero de individuos muestreados (57), los escasos estudios registrados
en mustélidos silvestres bordean la veintena de individuos capturados lo que disminuye la
probabilidad de detectar certeramente los niveles de infeccion poblacionales. Otro factor

importante puede deberse, a que como se menciond anteriormente todos los sitios de muestreo
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corresponden a sectores cercanos a cuerpos de agua, ya que estos aumentaban la
probabilidad de capturar mustélidos debido a sus hébitos de vida. Por otra parte, el visén es un
animal que ha presentado un marcado aumento en sus poblaciones, extendiéndose
ampliamente en las regiones muestreadas, e incluso segun datos recientes, no confirmados,
algunos agricultores han visto este animal en la region de la Araucania. Durante este proyecto
se capturaron una gran cantidad de visones, aunque no todos fueron utilizados para este
estudio. Se registraron mayores capturas en la Regién de Aysén, esto puede deberse a que en
esta region se establecieron las granjas peleteras de mayor tamafio, o bien fue donde los
visones liberados se aclimataron en mejor medida. En la region de Los Lagos, a pesar del
menor nimero de capturas, se detectd una gran proporcion de individuos positivos a leptospira,
aungue este tamafio muestral es muy pequefio para establecer conclusiones, puede ser un
indicador, de que si bien el visén se adapta mas en Aysén, las leptospiras patégenas se
desarrollan mejor o resisten mayor tiempo en las condiciones climaticas de la regién de Los

Lagos, pero se necesitan mayores estudios para esclarecer estas interrogantes.

El indice de captura de individuos machos fue mayor al de hembras, probablemente
esto se deba a que los primeros presentan un ambito de hogar mas amplio, asociado a
conductas mas excursivas, asociadas a territorialidad y busca de pareja, en comparacién con
los individuos hembras. Esta especie presenta una marcada conducta acuatica, condicion que
lo predispone, por un lado a infectarse de leptospirosis desde aguas contaminadas, y a la vez a
diseminar la bacteria hacia los cuerpos de agua. Las formas de contagio en animales y
humanos son a través de las mucosas o piel erosionada, la cual entra en contacto con orina,
agua o tierra contaminada con la bacteria. Por esta razén, el riesgo aumenta al realizar
actividades al aire libre en lugares contaminados, principalmente deportes acuaticos como
kayaking, rafting y otros, ademas de la falta de control sobre animales silvestres en

asentamientos humanos (Brown y Prescott, 2008).

Como se indic6 anteriormente, el visén es un fuerte depredador, principalmente de
roedores, tanto introducidos como endémicos. Esto cobra relevancia ya que existen estudios
que han detectado inoculacién de la bacteria a través de mordidas y de ingestion de tejidos
infectados, ademas del contagio por contacto directo o indirecto con orina infectada (Sykes et
al, 2011). Esta situacién amplia las formas de contagio de Leptospira, en especial hacia el visén
desde sus presas. Dos de los serovares encontrados, Lai y Copenhageni, pertenecen al
serogrupo Icterohemorragiae, de Leptospira Interrogans, que corresponde al grupo

mayormente distribuido en roedores, datos importantes que podrian confirmar esta hipétesis.
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La Unica especie silvestre no roedora en la cual ha sido detectada leptospira en nuestro pais es
en zorro culpeo (D.culpoeus) y zorro chilla (D.griseus), sospechandose también el contagio
desde roedores, ya que constituyen una importante parte de su dieta (Zamora y Riedmann (b),
1999).

Otro de los serovares encontrados fue Harjo Bovis, que se clasifican dentro de
Leptospira Borgerpeterseni, este serovar tiene principal asociacién con el bovino, y ha sido
detectado en los ganados vacunos de nuestro pais (Riedmann y Zamora, 1987). Esto se puede
deber, a que el sujeto de estudio se encuentra muchas veces cercano a asentamientos
humanos, principalmente de zonas rurales, como granjas, con el propésito de depredar presas
de féacil captura, como aves domésticas y crias de corderos, pudiendo infectarse en estas
instancias desde bovinos no vacunados. Esta hipétesis cobra relevancia, ya que estudios
recientes demuestran una corta sobrevida de L. Borgerpeterseni en el medio ambiente, debido
a la perdida de genes de resistencia, con una reduccion de alrededor de 700 pares de bases en
comparacion con L. Interrogans, aunque sin ver afectado sus factores de virulencia, volviéndose
probablemente de una bacteria de comportamiento generalista a uno especialista, en la cual

prima el contagio directo por orina (Bulach et al., 2006).

Podemos concluir con estos datos que el vison puede infectarse con leptospiras
patégenas, y ser un potencial diseminador de esta bacteria. Sin embargo, se necesitan
mayores estudios anatomopatoldgicos, diagnostico in vivo, y analisis serologicos, que
confirmen si estos animales desarrollan la enfermedad, y de ser hospedederos de mantencion,
evaluar por cuanto tiempo pueden excretar la bacteria a través de la orina representando un
riesgo en salud publica, y afectando ademas la biodiversidad de nuestra fauna nativa al ser un
probable foco de diseminacion de esta y otras enfermedades presentes en animales
domésticos hacia la fauna silvestre y viceversa, siendo un factor tan importante como la
depredacion. Por estas razones es fundamental que los distintos organismos involucrados en

salud y proteccién ambiental tomen medidas de control sobre este animal.

Conjuntamente se requieren investigaciones mas extensas sobre la eco-epidemiologia
de las Leptospiras en nuestro pais, ya que como se ha explicado es compleja, dependiendo de
diversos factores de cada bacteria, de cada especie hospedero, ademas de particularidades
individuales y numerosos elementos ambientales. Esto es de relevancia, ya que la leptospirosis
humana es una enfermedad que en los Ultimos afios ha registrado un aumento de casos en

Chile, y en el mundo, considerandose una enfermedad re-emergente. Particularmente en
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nuestro pais es subdiagnosticada, ya que la prevalencia es baja comparada con paises
tropicales, y a que sus sintomas son muy similares a otras enfermedades, no considerando
dentro de la anamnesis, otros factores de importancia como la actividad laboral del paciente, ya
que todas aquellas labores en contacto directo con animales silvestres o domésticos, como
ganaderos, agricultores, ordefiadores, veterinarios y operarios de matadero, tienen un riego
mucho mayor de contagio, como también aquellos individuos con hébitos deportivos,
especialmente en entornos acuaticos. Ademas, cabe mencionar que en los casos reportados en
Chile, generalmente no se conoce con certeza la fuente de infeccion. Por todo lo anterior es de
gran importancia mejorar las técnicas diagnésticas, tener vigilancia frente al aumento de casos,
y promover la recaudacién de mayor informacion con respecto a los portadores, diseminadores

y cambios en la epidemiologia de esta compleja bacteria.
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ANEXOS

Tabla 1. Clasificacion de Leptospira sp. (Céspedes, 2005).

Especie Serogrupo Serovar Cepa de referencia
Leptospiras patégenas
Australis Australis Ballico
Australis Bratislava Jez Bratislava
Bataviae Bataviae Van Tienen
Canicola Canicola Hond Utrecht IV
Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
L. interrogans Icterohaemorrhagiae  Icterohaemorrhagiae RGA
Icterohaemorrhagiae  Copenhageni M 20
Icterohaemorrhagiae  Lai Lai
Pomona Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes Salinem
Segjroe Hardjo Hardjoprajitno
L. alexanderi Manhao Manhao3 L 60
L. fainei Hurstbridge Hurstbridge BUT 6
L. inadai Lyme Lyme 10
Autumnalis Bim 1051
. o Cynopteri Cynopteri 3522 C
L. frschien Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V
Pomona Mozdok 5621
L. meyeri Semaranga Semaranga Velrad Semaranga 173
Ballum Ballum Mus 127
Ballum Castellonis Castellon 3
L. borgpetersenii Javanica Javanica Veldrat Bat 46
Segjroe Sejroe M 84
Tarassovi Tarassovi Perepicilin
L. weillii Celledoni Celledoni Celledoni
7 Autumnalis Fortbragg Fort Bragg
L oguchl Panama Panama CZ 214K
y Bataviae Brasiliensis An 776
Lsancannal Mini Georgia LT 17
Genomospecies 1 Ranarum Pingchang 80-412
Genomospecies 4  [cterohaemorrhagiae  Hualin LT 11-33
Genomospecies 5 Semaranga Saopaulo Sao Paulo
Leptospiras saprofitas
Genomospecies 3  Holland Holland Waz Holland (P438)
L. biflexa Semaranga Patoc Patoc |
L. wolbachii Codice Codice CDC
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Tabla N 2: Sitios de captura y tipo de agua presente.

Region Sitio Tipo de Agua
De Los Rios (XIV) Neltume Lago

De Los Rios (XIV) Choshuenco Lago/ rio

De Los Lagos (X) Maullin Rio/ mar

De Los Lagos (X) Lago Todos Los Santos Lago

De Los Lagos (X) Palena Rio

De Aysen (XI) Isla Magdalena Mar

De Aysen (XI) Rio Cisnes Rio

De Aysen (XI) Puerto Cisnes Mar

De Aysen (XI) Liquifie Rio
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