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Resumen

Se recolectaron 130 muestras de suero desde 236 animales de los Ordenes Carnivora,
Ungulata y Primates mantenidos en cautiverio en el Parque Zooldgico Buin Zoo, y se determiné
la presencia de anticuerpos para 9 serovares de Leptospira interrogans usando la Prueba de
Microaglutinacion (MAT). Trece (10%) de los sueros fueron reaccionantes a uno o mas de los
serovares. No existio diferencia significativa entre sexos donde 8,6% y 11,7% de las hembras y
los machos respectivamente, fueron positivos. La edad tampoco resulté ser determinante, pese
a que el 84,6% de los seropositivos son >36 meses. La ubicacion dentro del zooldgico no tiene
relacion significativa con los seropositivos, pese a que del total de seroreactivos, un 53,8%
pertenecieron al sector C. Sin embargo, la seroprevalencia fue significativamente alta (p<0.05)
en Ungulados (20,4%) en comparacién a Carnivoros (3,8%) y Primates (3,4%). De los siete
serovares detectados en este estudio, el mas frecuente fue Autumnalis, presente en el 53,4%
de los seropositivos. La mayoria de los animales reaccionantes presentaron titulos <1:200, a
excepcién de un Chrysocyon brachyurus que presenté una titulacion de 1:400 frente al serovar
Hardjo. En conclusion, la poblacion ha estado expuesta a L. interrogans, pero presentando una
baja seroprevalencia.

Palabras claves: Leptospira interrogans, seroprevalencia, animales de zoolégico.

Abstract

A total of 130 serum samples were collected from 236 animals belonging to the Orders
Carnivora, Ungulata and Primate at the Buin Zoo Park. Seroprevalence to nine serovars of
Leptospira interrogans (9 serovars) was determined using the Microscopic Agglutination Test
(MAT). Thirteen (10%) of sera were positive to one or more serovars. There was not significant
difference between the sexes: 8.6% and 11.7% of females and males respectively, were
positive. The age also proved not to be decisive, although the 84.6% of seropositives are >36
months. The location within the zoo has no significant relationship with seropositive, although
53.8% of the total serological reagents, belonged to the sector C. The seroprevalence was
significantly higher (p<0.05) in ungulates (20.4%) compared to carnivores (3.8%) and primates
(3.4%). The most frequent of the seven serovars detected in this study was Autumnalis, present
in 53.4% of seropositives. Most animals reactants had titers <1:200, except for a Chrysocyon
brachyurus with titers 1:400 against serovar Hardjo. In conclusion, the population has been
exposed to L. interrogans, but presents a low seroprevalence.

Keywords: Leptospira interrogans, seroprevalence, zoo animals.



Introduccién

El manejo sanitario de animales silvestres en cautiverio se basa en la medicina preventiva, que
incluye la identificaciébn y control de agentes infecciosos para los cuales pueden servir de
hospedero o reservorio. En muchos casos, son capaces de transmitir estos agentes a otros
animales o a humanos, representando en este Ultimo caso un riesgo potencial de salud publica.
Un patégeno con estas caracteristicas es Leptospira interrogans, que puede causar la

leptospirosis en diversas especies de mamiferos.

Potencialmente todas las especies de mamiferos, incluyendo a especies acuaticas, pueden ser
consideradas como susceptibles a la infeccion aguda (como hospedero incidental y
presentando signologia de la enfermedad) y/o cronica (como hospedero de mantencién y sin
signos clinicos) por L. interrogans, demostrando ser portadores de la bacteria, la cual se
encuentra en todo el mundo exceptuado la Antéartica. El tipo de infeccion dependera del
endemismo del serovar actuante en la especie animal involucrada (Adler y de la Pefa, 2010;
Hernandez et al., 2010).

Los animales, incluyendo a los seres humanos, se pueden dividir en hospederos de mantencion
e incidentales. Un hospedero de mantencion o reservorio se define como una especie en cuya
poblacion la infeccion es endémica y es generalmente transferida de un animal a otro por
contacto directo, adquiriendo generalmente la infeccion a una edad temprana, y aumentando la
prevalencia de excrecién crénica en la orina con la edad del animal. Los reservorios de L.
interrogans mas importantes en la naturaleza son los pequefios mamiferos silvestres
(Richardson y Gauthier, 2003), que pueden propagar la infeccién a los animales de granja,
mascotas y seres humanos (Levett, 2001). Estudios seroldgicos han implicado a los diferentes
6rdenes sinantrépicos y silvestres de Didelphimorphia y Rodentia, como diseminadores
potenciales de los diferentes serovares de leptospira (Esteves et al.,, 2005), siendo
considerados los roedores como los diseminadores mas relevantes (Adler y de la Pefia, 2010).
Los demés animales y humanos se pueden infectar por contacto indirecto con el hospedero de
mantencion. Los animales pueden ser reservorio de algunos serotipos, pero de otros son
hospederos incidentales pudiendo cursar la enfermedad grave o mortal. La infeccion se
transmite dependiendo de muchos factores, incluyendo el clima, la densidad poblacional y el

grado de contacto entre el reservorio y el hospedero accidental (Levett, 2001).

La leptospirosis en humanos es adquirida desde una fuente animal (Adler y de la Pefia, 2010),

siendo facilitada su transmision por la infeccién cronica de animales, manteniéndose la bacteria



en los tubulos renales del reservorio sin generar signos clinicos evidentes, liberandose al medio
ambiente por medio de la orina (Monahan et al., 2009). Estas bacterias no sobreviven bien en
orina &cida, pero se mantienen viables en orina alcalina, es por esto que los herbivoros y los
animales cuya dieta produce este tipo de orina son relativamente mas importantes como
diseminadores (Adler y de la Pefia, 2010). La Leptospira puede sobrevivir durante largos
periodos de tiempo bajo diferentes condiciones ambientales, incluyendo el suelo y el agua,
aumentando asi la probabilidad de infectar a un hospedero susceptible. Esto facilita la
transmisién indirecta del agente desde animales a humanos (Monahan et al.,, 2009).
Actualmente se le considera una enfermedad re-emergente en humanos que ha causado brotes
epidémicos alrededor del mundo (Moreno y Agudelo, 2010; Roberts et al., 2010), traduciéndose
como un agente de importancia para la salud publica. Los humanos con riesgo de infeccién son
principalmente personas que realizan actividades tanto ocupacionales como recreativas en las
cuales tienen contacto directo con la orina de animales infectados y/o con el suelo o aguas

contaminadas (Adler y de la Pefia, 2010).

Los animales silvestres, son susceptibles a la infeccién con una gran variedad de serovares de
Leptospira sirviendo de hospederos incidentales. En la literatura, se han descrito en diversos
lugares del mundo la seropositividad a distintos serovares de L. interrogans en animales
silvestres de vida libre, reportdndose en menor medida en animales en cautividad (Lilenbaum et
al., 2002; Esteves et al., 2005). Los de vida libre, segun los reportes, suelen ser positivos a
serotipos comunes a su area nativa, pero en situacion de cautividad, animales de distinto origen
ecoldgico y de contextos epidemioldgicos diferentes son forzados a vivir cerca unos de otros,
facilitando la exposicion e infeccion por otros serovares de L. interrogans. Ademas, esta
condicion aumenta las posibilidad de contacto con roedores, mapaches, zarigiieyas y otros
animales de vida libre, lo que puede crear oportunidades para la propagacion y exposicion a
éste y a otros agentes infecciosos (Lilenbaum et al., 2004; Jung et al., 2007). Algunos estudios
han reportado la enfermedad, la infeccion fetal y la seropositividad frente a Leptospira en
animales de zoolégico (Jung et al., 2007). Es por esto que los parques de este tipo
potencialmente pueden ser fuentes de la leptospirosis humana (Jung et al., 2007), pudiendo
afectar a personas que se relacionan a diario con animales en zoolégicos, como son médicos
veterinarios, cuidadores y visitantes. Anderson et al. (1978) describen casos clinicos de
leptospirosis en dos cuidadores de animales de un zooldgico de Estados Unidos de América,
causados por los serovares Copenhageni y Mankarso, traspasados por el contacto con un 0so
polar (Ursus maritimus) y dos 0sos negros asiaticos (Ursus thibetanus) seropositivos a estos

serovares.



En una revision de 11 estudios entre 1975 y 2007, se observa que de 131 mamiferos
mantenidos en zoologicos, un total de 129 individuos fueron reportados como seropositivos a la
bacteria, siendo los serovares Icterohaemorrhagiae (26,4%), Pomona (15,5%), Canicola
(13,9%) y Grippotiphosa (10,8%) los mayormente identificados (Nall y Maetz, 1975; Douglass,
1979; Rapley et al., 1981; Jessup et al., 1992; Murnane et al., 1994; Luna et al., 1996; Gamble y
Alvarado, 2000; Juan et al., 2001; Lilenbaum et al., 2004; Esteves et al., 2005; Jung et al.,
2007).

La leptospirosis en los animales implica el estado de enfermedad causado por la bacteria, con
presentacion de signos clinicos pudiendo llevar hasta a la muerte del animal. Esto se debe a
gue las leptospiras se multiplican y propagan via hematégena localizandose en higado, rifién y
Utero. En la forma aguda de la enfermedad, especialmente por serotipos que pueden producir
hemolisina, se presenta anemia hemolitica e ictericia, siendo manifestaciones graves de la
infeccion. Las lesiones hepdticas agudas se localizan dentro de los hepatocitos pudiendo
causar elevacion de enzimas hepéticas e hiperbilirrubinemia. Después de la fase hepatica, las
bacterias se localizan en el riidn causando tubulonefritis. También se pueden localizar en los
pulmones, el corazdn y el cerebro con la inflamacion posterior de éstos. Los tejidos infectados
cronicamente, con frecuencia, estan infiltrados por linfocitos, células plasmaticas y tejido
conectivo fibroso. Las infecciones subclinicas de los adultos pueden resultar en abortos o
pérdidas neonatales teniendo un impacto significativo en los programas de reproduccion
(McNamara et al., 1997) y planes de conservacion de la especie afectada (McNamara et al.,
1997; Neiffer et al., 2001).

Pese a que la presencia de L. interrogans en fauna silvestre ha sido registrada a través de los
afos, la documentacion de la signologia de leptospirosis es rara (Hernandez et al., 2010). De
nueve reportes realizados entre 1979 y el 2004 de animales con leptospirosis en cautiverio
(Douglass, 1979; Rapley et al., 1981; Perolat et al., 1992; Murnane et al., 1994; McNamara et
al., 1997; Gamble y Alvarado, 2000; Juan et al., 2001; Neiffer et al., 2001; Lilenbaum et al.,
2004), destaca que de 44 casos clinicos 29 (65,9%) terminaron con la muerte de los
ejemplares. Los casos clinicos correspondieron a 5 carnivoros, 14 ungulados y 20 primates. De
los 44 casos clinicos, 20,5% fue causado por Pomona, 20,5% por Grippotiphosa, 15,9% por

Icterohaemorrhagiae, 9,1% por Copenhageni, 2,3% por Bratislava y un 2,3% por Autumnalis.

En el zooldgico de Dallas, Estados Unidos, se reportaron casos de leptospirosis en un mono titi
de vientre rojo (Callicebus moloch), un mono arafia de manos negras (Ateles geoffroyi), dos

gibones de mejillas blancas (Hylobates concolor concolor) y un borrego cimarrén (Ovis



canadensis mexicana), junto con la seropositividad a la bacteria en un rinoceronte negro
(Diceros bicornis minor), relacionados a la construccion de un nuevo recinto exhibidor para los
tigres de Sumatra (Panthera tigris sumatrae). Esta construccion alter6 el habitat de ardillas de
vida libre, llevando a un cambio en sus conductas y rutas habituales aumentando el contacto
entre éstas con los animales del zooldgico, interaccion que permitié la transmision de L.
interrogans hacia los animales anteriormente nombrados (Gamble y Alvarado, 2000). Esto
demuestra la importancia de los animales silvestres libres existentes dentro de los zool6gicos

como diseminadores del agente.

Como ocurre con muchas otras enfermedades, el diagnéstico de leptospirosis en animales de
zooldgico presenta una serie de desafios. Aunque las pruebas serolégicas son el método de
preferencia para el diagnostico, la renuencia a inmovilizar a los animales para la extraccién
repetida de muestras de sangre a intervalos fijos de tiempo, hace dificil la obtencién de
muestras pareadas para demostrar el aumento en los titulos de anticuerpos. A esto se suma
que los animales de zool6gico pueden morir sin antecedentes clinicos y con la ausencia de
muestras de sangre correspondientes a ese momento que ayuden a la identificacién de la
causa de la muerte. La vacunacion de los animales en ausencia de la serologia de referencia,
puede complicar ain mas la interpretacion de los resultados serolégicos. A falta de estos datos,
el diagnostico a menudo se debe basar en la evaluacién histopatolégica de los tejidos
(McNamara et al., 1997).

Ciertamente, todos los parques zool6gicos deben tener estrictos programas de control de
plagas, de proteccién en los comederos y bebederos para evitar la contaminacion. Sin
embargo, desde una vision realista de la situacién, no importa la intensidad de los programas
de control de roedores y de mamiferos salvajes que existan, es poco factible que la introduccién
de esta enfermedad se pueda prevenir. El problema es que, probablemente, estd mucho mas
extendida de lo que actualmente se sospecha, porque, aunque los zooldgicos pueden evitar la
exposicion accidental de los animales de la coleccion a los de vida libre, atn existe el riesgo de
contraer la infeccion a partir de los animales que ya estan dentro de las colecciones, ya que, por
la falta de programas de vigilancia sanitaria, se desconoce su condicion. Las preocupaciones
sobre los riesgos durante la manipulacion o las inmovilizaciones que son necesarias para
realizar estos procedimientos, deben sopesarse frente al riesgo potencial de perder animales

por la enfermedad (McNamara et al., 1997).

La prueba de referencia o gold standard de diagndstico seroldgico es la prueba de aglutinacion

microscopica o MAT (por las siglas del inglés Microscopic Agglutination Test), en la cual las



muestras de suero de los pacientes reaccionan con el antigeno vivo en suspension de
Leptospira, para determinar la presencia de anticuerpos especificos con la aglutinacion (OIE,
2008). Tanto la sensibilidad como la especificidad de MAT son muy altas (Adler y de la Pefia,
2010), pudiéndose mejorar la primera utilizando aislamientos locales en vez de cepas de
referencia, pero éstas Ultimas ayudan en la interpretacion de los resultados entre los
laboratorios (OIE, 2008). Sin embargo, el MAT puede presentar problemas al necesitar
mantener cultivos vivos de los diferentes serovares de las distintas areas geograficas. Otro
método es el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas o ELISA (del inglés Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay), el cual evita la necesidad de mantener cultivos y se puede automatizar
facilmente, sin embargo, su sensibilidad y especificidad no se comparan con las de MAT, por lo
gue no se recomienda realizarlo como Unico ensayo para confirmar los resultados. La deteccion
por cultivo es el diagnéstico definitivo, sin embargo, es obstaculizado por el lento crecimiento de
algunas leptospiras y los largos periodos de incubacion antes de aislar y establecer el serovar

involucrado (Adler y de la Pefa, 2010).

Con el presente estudio, se determind la seroprevalencia de los serovares Pomona,
Grippotiphosa, Copenhageni, Hardjo, Canicola, Bratislava, Autumnalis, Tarassovi y Bataviae de
Leptospira interrogans, mediante MAT en individuos de 49 especies de mamiferos silvestres de
los Ordenes Carnivora, Ungulata y Primates mantenidos en cautiverio. Con ésto se provee
informacion bésica, adecuada a la necesidad real, para programas de medicina preventiva,
junto con generar informacion respecto a este agente infeccioso zoonético en mamiferos

silvestres mantenidos en cautiverio en Chile.



Material y métodos

El estudio fue aprobado por el Comité de Bioética Animal de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, certificando el cumplimiento de lo
estipulado por la Guia de Principios y Directrices Internacionales para el Uso de Animales en
Investigacién Biomédica, elaborado por el Consejo para las Organizaciones Internacionales de

las Ciencias Biomédicas.

La poblacion objetivo del zooldgico fue de 236 animales, de los Ordenes Carnivora, Ungulata y
Primates, con 95, 89 y 52 individuos respectivamente, constituyentes de la mayor parte de los

mamiferos silvestres pertenecientes a la coleccién del Parque Zooldgico Buin Zoo.

El tamafio de la muestra se determind, de acuerdo con Mateu y Casal (2003), tomando en
cuenta que la poblacién de animales del zooldgico es pequefia, finita y cerrada. Se considero,
en base al estudio realizado por Jung et al. (2007), una seroprevalencia esperada del 25%, y se
establecié una confianza del 95%, y un error admitido del 5%. Debido a que la poblacién a
estudiar estaba constituida por animales de tres Ordenes, se calculo la cantidad representativa

de cada uno de ellos en relacién al tamafo de la muestra.

Por lo tanto, se colectaron 130 muestras de sangre, de 52 carnivoros, 49 ungulados y 29
primates, de ambos sexos y de diferentes edades, clinicamente sanos y sin antecedentes de
haber sido vacunados contra leptospirosis. Las muestras fueron tomadas por puncion venosa
utilizando jeringas y agujas hipodérmicas estériles desechables. El criterio de eleccién del
volumen de la jeringa y del calibre de aguja, asi como también la vena para realizar la
venopuncién y cantidad de sangre a colectar, se basé en la especie, la edad y masa corporal de

los animales.

A las muestras se les extrajo las fracciones de suero por medio de centrifugacién a 1400xg por
15 min y posteriormente fueron congeladas a -20°C en tubos de 1,5 mL debidamente
identificados hasta su utilizacion. Ambos procedimientos fueron realizados en las dependencias
del Laboratorio de Enfermedades Infecciosas del Departamento de Medicina Preventiva Animal
de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, manteniendo
medidas de bioseguridad como el uso de guantes desechables, delantal y gabinete clase I

durante la manipulacién de los sueros.



Las muestras fueron analizadas para la deteccion de anticuerpos contra L. interrogans en el
laboratorio de Serologia Bacteriana y Leptospirosis de la Unidad de Bacteriologia del
Subdepartamento de Laboratorios y Estacion Cuarentenaria Pecuaria del Servicio Agricola y
Ganadero de Chile (SAG), mediante la prueba de aglutinacién microscopica para los serovares
Pomona, Grippotiphosa, Copenhageni, Hardjo, Canicola, Bratislava, Autumnalis, Tarassovi y
Bataviae, disponibles en el laboratorio. El procedimiento diagnéstico debido a la utilizacion de
cultivos vivos, se realizé bajo las normas de bioseguridad, correspondiendo al uso de gabinete
clase Il, guantes desechables, gorro, antiparras, delantal, cubre calzado y ropa exclusiva,

dentro de un laboratorio con presion negativa e ingreso restringido.

La prueba se realiz6 usando como referencia el protocolo descrito por la OIE (2008), en el cual
se especifica que las cepas seleccionadas deben cultivarse en un medio de cultivo liquido para
Leptospira (por ejemplo, EMJH, Tween 80 BSA, u otro medio adecuado) a 29 = 1°C. Al
momento de su uso como antigeno, los cultivos deben tener al menos cuatro dias pero no mas
de ocho y densidades aproximadas a 2 x 10° leptospiras por mL determinadas por absorbancia
en un espectrofotometro con filtro a 400 nm. La prueba consistié en el enfrentamiento del suero
de los animales muestreados con los nueve antigenos vivos, para asi determinar la presencia
de anticuerpos contra alguno de ellos. Se realiz6 la prueba de deteccion con una dilucién inicial
del suero de 1/50. A cada pocillo se afiadié posteriormente un volumen de cada antigeno igual
al volumen del suero diluido, para hacer una dilucion final de 1/100. Las placas de
microtitulacién se incubaron a 29 + 1°C durante dos a cuatro horas, y se examinaron mediante
microscopia de campo oscuro (OIE, 2008). A los sueros que presentaron aglutinacion se les
volvié a enfrentar al antigeno especifico con el cual presentaron reaccidn, ahora en diluciones
iguales y superiores a 1/100, para asi determinar el titulo de punto final, el cual correspondi6 a
la dilucion de suero, igual o superior a 1/100, que mostrara un 50% de aglutinacién en
comparacion con un cultivo control diluido en tampén fosfato salino, siendo considerado positivo
(OIE, 2008). A los sueros que presentaron aglutinaciébn con mas de una cepa antigeno se les

considero el titulo de punto final de las reacciones con cada una de ellas.

Para el analisis de los resultados, se categoriz6 a los animales en rangos de edades (<6 meses,
6-18 meses, 18-36 meses y >36 meses) en base a los datos encontrados en sus fichas clinicas.
Hubo 12 animales a los cuales no se les pudo identificar la edad. Ademas, se sectorizo el
zoolégico en tres cuadrantes (A, B y C) utilizando la division usada en el Parque en base a la

ubicacion geogréfica y a la de distribucion de cuidadores (Ver Figura Nro. 1).



Debido al pequefio tamafio de la muestra, para el andlisis de asociacion de variables se utilizo

la prueba exacta de Fisher.

Resultados

De las 42 especies involucradas en el estudio, nueve (21,4%) presentaron reaccion positiva al
MAT vy de las 130 muestras examinadas, trece (10%) presentaron titulos 21:100 frente a uno o
mas de los serovares de L. interrogans investigados (Ver Cuadro N° 1). A excepcion de un
guanaco (Lama guanicoe) que presento6 reaccién frente a los serovares Hardjo y Autumnalis, y
de un lobo de crin (Chrysocyon brachyurus) con seropositividad a los serovares Copenhageni,

Hardjo y Canicola, los demas animales fueron seropositivos a un solo serovar.

De las muestras reaccionantes, diez presentaron un titulo 1:100, cinco un titulo 1:200, y una

muestra presentd una titulacion de 1:400 frente al serovar Hardjo (Ver Cuadro N° 2).

Al realizar la prueba exacta de Fisher, se determind que no existe diferencia significativa entre
los géneros en relacion a los resultados de los andlisis, existiendo un 8,6% de hembras y un
11,7% de machos positivos. La edad tampoco presentod relacion con la serorreaccion, pese a
que el 84,6% (n=11) de los seropositivos eran >36 meses. Al analizar los resultados de los
animales en relacion al cuadrante donde estan incluidos (A, B o C), resulté que no existe una
relaciéon significativa entre ellos y los seropositivos, siendo, del total de animales del sector C,
seroreactivos el 21,9% (n=7), del sector A el 6,1% (n=3), y del sector B también el 6,1% (n=3).
En relacién al total de animales muestreados seroreactivos (n=13), un 53,8% pertenecieron a
C,y un 23,1% a A y B, respectivamente. Sin embargo, la seropositividad fue significativamente
alta (p<0.05) en Ungulados (n=10; 20,4%) en comparacion a Carnivoros (n=2; 3,8%) y Primates
(n=1; 3,4%) (Ver Cuadro N°1).

De los siete serovares detectados en este estudio, el mas frecuente fue Autumnalis, presente
en el 53,4% (n=7) de los animales seroreactivos, seguido por Bratislava, Hardjo y Canicola
presentes en el 15,4% (n=2) cada uno, y finalmente por Pomona, Grippotiphosa y Copenhageni

en el 7,7% (n=1) de los reaccionantes.
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Discusiodn

Dado que la seroprevalencia obtenida fue de un 10%, se puede indicar que una parte menor a
la presupuestada de la poblacion de Ungulados, Carnivoros y Primates del Buin Zoo ha estado
expuesta a L. interrogans, por lo cual, en caso de que los animales seropositivos sean
diseminadores de la bacteria, el riesgo de transmision a otros animales y/o humanos disminuye.
Este resultado fue inferior al 25% esperado y determinado por Jung et al. (2007) en un
zoologico de Corea. Pero para la comparacién de este resultado, es importante destacar la
diferencia en el titulo de punto final, ya que Jung et al. (2007) utiliz6 una titulacién 21:25, de
sensibilidad mayor que el 21:100 recomendado por la OIE (2008), cominmente usado en
estudios de exposicion en el pasado (Levett, 2004), y utilizado en éste estudio. Por lo mismo,
Jung et al. (2007) detectd animales seropositivos con titulos <1:100, y si s6lo se consideran los
animales por sobre esa titulacion la seroprevalencia disminuye a un 4%, y en ese caso, éste
estudio obtuvo una serorreaccion superior a la estimada. Ademas, el nimero de serovares
incluidos fue inferior al del estudio anteriormente mencionado, lo cual, impide encontrar
animales seropositivos para serovares no investigados y que no presenten relacion antigénica
con los serovares utilizados. La inexistencia de estudios previos de seroprevalencia de L.
interrogans en mamiferos silvestres en cautiverio en Chile y la falta de datos actualizados sobre
el estado de infeccion de animales domésticos en la Region Metropolitana, hace dificil el
analisis comparativo de los resultados tomando en cuenta factores locales tales como el medio

ambiente, especies portadoras y diseminadoras, y serovares predominantes.

La baja prevalencia de anticuerpos para la bacteria se puede explicar debido a que los animales
al estar en condicién de cautividad se encuentran insertos en ambientes controlados, en los
cuales estan siendo constantemente implementados planes de higienizacion y eliminacion de
roedores, jugando un rol fundamental en el control de agentes infecciosos. No obstante, es
imposible llevar estas cifras a cero ya que, y como dice McNamara et al. (2007), pese a la
existencia de estrictos programas de control de plagas y de otros animales de vida libre, y a la
toma de medidas de precaucion para evitar la contaminaciéon de comederos y bebederos, es
poco factible que la introduccién de esta infeccion se pueda prevenir. La posibilidad de que
algunos animales de la coleccion sean los portadores de la bacteria no se puede descartar, ya
que no existen estudios previos para este patégeno dentro de los programas de vigilancia
sanitaria del zool6gico, ni se han realizado los analisis para determinar su condicion. Ademas,
seria necesario determinar la prevalencia de los distintos serovares en los roedores silvestres

de vida libre existentes en el zooldgico, para asi determinar su verdadero rol como posibles
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reservorios y diseminadores de la bacteria entre los animales de la coleccion. También es
importante la evaluacion del correcto cumplimiento de las medidas de bioseguridad por parte de
los cuidadores, ya que ellos, al tener acceso a distintos recintos de animales de taxones y
especies diferentes, pueden ser vectores mecanicos de esta bacteria y de otros agentes

infecciosos, pudiendo diseminarlos por el zooldgico.

Si bien en el andlisis estadistico resulté que no existe relacién entre la serorreaccion y el sector
de ubicacién dentro del zoolbgico, es interesante destacar el alto porcentaje de animales
seropositivos pertenecientes al sector C (21,9% de animales del sector; y 53,8% del total de
animales reaccionantes), ya que los recintos de éstos animales se encuentran colindantes entre
si (Ver figura N°1). Ademas, en un terreno proximo a estos exhibidores se han estado
realizando trabajos de construccién de nuevos recintos en los Ultimos afios, lo cual, podria ser
un factor de movimiento de animales silvestres de vida libre, como roedores, que sean

reservorio de la bacteria, ocurriendo un hecho similar al descrito por Gamble y Alvarado (2000).

Algo similar ocurre con la serorreaccion y la edad de los animales muestreados, ya que, pese a
no existir una relaciéon significativa entre ellas, un alto porcentaje de los animales seropositivos
(84,6%, n=11) son >36 meses. Esto se puede deber al pequefio nimero de animales
muestreados y al tipo de muestreo realizado, o a que al tener mayor edad hay mayor posibilidad
de contacto con el reservorio y con ello una mayor exposicion a L. interrogans. Sin embargo,
hay que tener en cuenta que cada una de las especie muestreadas tiene expectativas de vida
diferentes alcanzando las etapas de madurez a distintas edades, pero debido a la acotada
informacién disponible de los animales y buscando estandarizar los tiempos de exposicién se
clasifico en rangos etarios. Es por esto que no se identifica la existencia de alguna relacion

entre las etapas de vida de los animales con la prevalencia de anticuerpos.

Existieron dos animales seropositivos a mas de un serovar. Al respecto y bajo el criterio
establecido por Jung et al. (2007), los serovares que dieron los titulos mas bajos se
considerarian como reacciones cruzadas del serovar con los titulos mas alto. En base a esto, el
lobo de crin (Chrysocyon brachyurus) seria realmente seroreactivo solo al serovar Hardjo, y el
guanaco (Lama guanicoe) al serovar Autumnalis (Ver Cuadro N° 1). De todas formas, no se

puede descartar sin otros analisis la existencia de una coinfeccion.

Como dicen Acha y Szyfres (2001), los titulos bajos pueden significar anticuerpos residuales de

una infeccion pasada o anticuerpos de reciente formaciéon que aiun no han tenido tiempo de
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alcanzar un nivel alto. En este caso, si bien no habian antecedentes de signologia compatibles
con leptospirosis al momento de las tomas de muestras, no se realizaron pruebas seriadas de
MAT o pruebas especificas para determinar en que etapa de la infeccion se encontraban los
animales seropositivos. Es por esto que solo se puede indicar, pese a los bajos titulos de
anticuerpos en los seropositivos, que al momento en que fueron extraidas las muestras los
animales habian tenido contacto con la bacteria y no que presentaban la enfermedad. Por esto
mismo, no se justifica la aplicacién de un tratamiento para la leptospirosis en éstos animales a
menos que se realicen los analisis requeridos para descartar la enfermedad o el estado de

portador-diseminador de L. interrogans.

Pese al alto porcentaje de seropositividad obtenido en Ungulados, no es posible asegurar que
ellos actuarian como reservorio de la bacteria, ya que s6lo demuestra la existencia de contacto
de los animales con ella. Sin embargo, es evidente la importancia de estos animales dentro de
la epidemiologia de L. interrogans en el zoolégico. Al ser estos animales herbivoros, segun
Adler y de la Pefia (2010), serian relevantes como diseminadores, pero para determinar esto es
trascendental realizar otros andlisis, como cultivo de orina, que estan fuera de lo que este

trabajo descriptivo contemplaba.

Es importante destacar la alta seroprevalencia encontrada para el serovar Autumnalis, para el
cual, los roedores han sido identificados como reservorio en otros paises (Oliveira et al., 2012).
Ademas, es interesante el hecho de que éste serovar no sea considerado dentro de los andlisis
de rutina para los estudios de leptospirosis realizados por el SAG, en los cuales se utilizan los
serovares Pomona, Grippotiphosa, Copenhageni, Hardjo y Canicola. En base a estos
resultados, seria fundamental efectuar un monitoreo de fauna silvestre cautiva y libre e incluso
de animales domésticos, para determinar si éste serovar ha tomado una mayor importancia en
Chile, y establecer si los roedores estan cumpliendo el rol de diseminadores de Autumnalis en
la actualidad; o méas bien, si tiene relacion a las particularidades ecoldgicas y epidemioldgicas
del zooldgico, ya que, como dice Levett (2004), el conocimiento de los serovares prevalentes y
sus hospederos de mantencion es esencial en la comprension de la epidemiologia y en la
aplicacion de medidas de control de la enfermedad en cualquier region. Al mismo tiempo, si
bien MAT es la prueba mas apropiada para estudios seroldgicos debido a que es posible
aplicarla en sueros de cualquier especie animal y es factible ampliar o disminuir la cantidad de
antigenos a utilizar, entrega una impresién general sobre los serogrupos presentes en la

poblacion, sin identificar especificamente al serovar infectante en todos los casos (Bharti et al.,
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2003; Levett, 2004). En este caso, los resultados pueden ser indicativos de la presencia de un

serovar perteneciente al serogrupo Autumnalis, y no especificamente al serovar Autumnalis.

Dentro de los métodos utilizados para prevenir la leptospirosis, ademas de disminuir la
exposicion al agente, se encuentra la vacunacion. En relacion a las vacunas comerciales de
Leptospira para bovinos, cerdos y perros disponibles a nivel mundial y frecuentemente
utilizadas en animales domésticos y silvestres en Chile, Adler y de la Pefia (2010) describen
que su utilizacion ha demostrado ser eficaz s6lo parcialmente, debido a que la inmunidad
inducida esta restringida a los serovares incluidos en ella, pudiendo existir otros serovares a
nivel local distintos a éstos. Esto concuerda con los resultados del estudio, ya que, basandose
en las vacunas existentes en Chile, donde las principalmente utilizadas para perros son de
caracter polivalentes y contienen cepas inactivadas de Icterohaemorragiae y Canicola, con la
excepcién de una que incluye ademas a Pomona y Grippotiphosa; mientras las disponibles para
bovinos y cerdos contienen, una a las cepas Pomona, Hardjo, Grippotiphosa, Canicola e
Icterohaemorragiae, y otra a los serovares Pomona, Sejroe, Hardjo, Wolffii, Tarassovi y
Hebdomanis. En ambos casos, darian una inmunidad parcial y frente a serovares que
resultaron ser de baja prevalencia en los animales del zool6gico, sin inducir inmunidad frente al
serovar de mayor importancia que es Autumnalis, por lo que, basado en resultados alcanzados,
la vacunacion no se justificaria. Esto demuestra que un programa de vacunacion exitoso
requiere de constantes estudios epidemioldgicos para evaluar la incidencia y prevalencia local

de diferentes serovares de Leptospira en una poblacién dada.

Tal como platean Boadella et al. (2011), la monitorizacién resulta necesaria para la
identificacion de cambios de prevalencia de las enfermedades y para medir el impacto de
eventuales intervenciones. Ademas, la monitorizacién sanitaria de la fauna genera informacion
que beneficia al menos a tres sectores, sanidad animal, salud publica y conservaciéon. El
presente estudio entrega por primera vez en Chile un antecedente de la realidad epidemiologica
de L. interrogans en animales silvestres en cautiverio, aportando informacién de ayuda para la
elaboracion y restructuracion de planes de vigilancia sanitaria por parte de ésta y otras
instituciones que traten con éstos animales, y para la realizacién de futuras investigaciones

relacionadas.

Si bien, en éste estudio se determiné que la seroprevalencia de L. interrogans en el Parque
Zoolbgico Buin Zoo es baja, lo que podria indicar un riesgo leve de exposicion de humanos y

animales a la bacteria, es importante tomar medidas de manera preventiva. Es por esto, que la
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Unica forma de control del agente en los parques zoolégicos es a través de la correcta
implementacion de medidas de higiene y el control de los pequefios mamiferos silvestres, en el
caso de Chile los roedores, con la capacitacion constante del personal respecto a éste y a otros
agentes infecciosos y zoonaticos, y con la ejecucién de programas de vigilancia sanitaria que
incluyan a L. interrogans, acompafados por un plan de vacunaciéon acorde a los serovares
presentes en el lugar. Asi, se evitaran casos de leptospirosis no sélo en animales silvestres,
sino que también en animales domésticos que vivan a los alrededores del zoolégico, y sobre
todo, en humanos que tengan contacto ya sea directo o indirecto con los animales portadores,

como son médicos veterinarios, cuidadores y visitantes.
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Figuras

Lc= Lobo de Crin (Chrysocyon brachyurus); Pu= Pudu (Pudu pudu); LI= Llama (Lama glama); G= Guanaco (Lama
guanicoe); O= Ocelote (Leopardus pardalis); As= Antilope Sitatunga (Tragelaphus spekii); P= Papion Sagrado (Papio
hamadryas); C= Camello (Camelus bactrianus); M= Muflén (Ovis orientalis musimon).

Figura N° 1: Foto satelital del Parque Zooldgico Buin Zoo, ubicado en Panamericana Sur km. 33 comuna
de Buin, donde se muestran los cuadrantes A, B y C, junto con la ubicacibn de los animales

seropositivos. Fuente: Google Maps ©2012.
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Cuadros

Cuadro N° 1: Animales silvestres cautivos seropositivos en Parque Zool6gico Buin Zoo.

Nombre comin Nombre Cientifico Sexo E?gr?g Orden Cuadrante Titulacion
Lobo de Crin Cb:gf]gﬁ)rlgg Macho rie-zslei Carnivora C CI:-loz 11420%0
Ca=1:200

Ocelote Leopardus pardalis Macho > 36 meses Carnivora B A=1:100
Papion Sagrado Papio hamadryas Macho > 36 meses Primate B A=1:100
Camello Camelus bactrianus  Macho > 36 meses Ungulata A Br=1:100
Antilope Sitatunga  Tragelaphus spekii ~ Macho %r?e-sgg Ungulata B P=1:100
Guanaco Lama guanicoe Macho > 36 meses Ungulata C H:_ 1_:100
A=1:200

Llama Lama glama Hembra > 36 meses Ungulata C A=1:100
Llama Lama glama Macho > 36 meses Ungulata C A=1:100
Pudu Pudu puda Hembra > 36 meses Ungulata C G=1:100
Pudu Pudu puda Hembra > 36 meses Ungulata C Br=1:100
Pudu Pudu puda Hembra > 36 meses Ungulata C A=1:100
Muflon Ovis aries Hembra > 36 meses Ungulata A A=1:200
Muflon Ovis aries Hembra > 36 meses Ungulata A Ca=1:200

Co= Copenhageni; H= Hardjo; Ca= Canicola; A= Autumnalis; Br= Bratislava; P= Pomona; G= Grippotyphosa

Cuadro N° 2: Seroreactividad a L. interrogans en animales silvestres cautivos en el Parque Zoolégico
Buin Zoo.

Titulos MAT

Serovar n° positivos 1:100 1:200 1:400
Autumnalis 7 5 2 -
Bratislava 2 2 - -
Pomona 1 1 - -
Hardjo 2 1 - 1
Grippotyphosa 1 1 - -
Canicola 2 - 2 -
Copenhageni 1 1 -
Total 16 10 5 1
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