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SUMMARY

The objective of this study was to explore exposure against Brucella canis and Leptospira
spp. through the presence of antibodies in wild and domestic canids in Isla Grande de Tierra
del Fuego. A total of 56 sera, 15 from Fuegian culpeo foxes, 12 from grey foxes and 29 from
domestic dogs, were analyzed. Two serological techniques were used for antibody detection:
counterimmunoelectrophoresis (CIEF) and microscopic agglutination (MAT) for canine
brucellosis and leptospirosis, respectively. The results showed the absence of antibodies
against B. canis and the presence of antibodies against Leptospira spp., with prevalence’s of
20% for culpeo foxes, 8.3% for grey foxes and 3.4% for domestic dogs. These results could
be explained by factors such as intrinsic characteristics of the infectious agent and/or location
of the test animals. Thus, a deeper understanding of the interaction of wild and domestic
canids with other animal species in an environment in common, is an essential tool towards
the conservation of the endangered endemic species from the Isla Grande de Tierra del Fuego

like the Fuegian fox.

Key words: B. canis, canine brucellosis, CIEF, Leptospira spp., leptospirosis, MAT, Tierra

del Fuego, Fuegian fox.



RESUMEN

El objetivo de este estudio fue indagar la exposicion frente a Brucella canis y Leptospira spp.
a través de la deteccion de anticuerpos en céanidos silvestres y domésticos en la Isla Grande
de Tierra del Fuego. Se analizo6 un total de 56 sueros, 15 de zorros culpeo fueguino, 12 de
zorros chilla y 29 de perros domésticos. Dos técnicas seroldgicas fueron utilizadas para la
deteccion de anticuerpos: contrainmunoelectroforesis (CIEF) y aglutinacién microscopica
(MAT) para brucelosis canina y leptospirosis, respectivamente. Los resultados mostraron la
ausencia de anticuerpos contra B. canis y la presencia de anticuerpos contra Leptospira spp.,
con prevalencias de un 20% para zorros culpeo, 8,3% para zorros chilla y 3,4% para perros
domésticos. Estos resultados se pueden explicar por factores tales como las caracteristicas
intrinsecas del agente infeccioso y/o ubicacion de los animales analizados. Asi, una
comprension mas profunda sobre la interaccion de los canidos silvestres y domésticos con
otras especies animales en un medio ambiente en comun, es una herramienta esencial hacia
la conservacion de las especies endémicas en peligro de extincién de la Isla Grande de Tierra

del Fuego como el zorro fueguino.

Palabras clave: B. canis, brucelosis canina, CIEF, Leptospira spp., leptospirosis, MAT,

Tierra del Fuego, zorro fueguino.



INTRODUCCION

Las enfermedades transmisibles, en general, han incrementado su incidencia sobre la fauna
silvestre desde 1940, debido principalmente a factores antropogénicos como son la
introduccién de especies exdticas y la fragmentacion y destruccion de habitats naturales.
Entre estas enfermedades infecciosas, especialmente las zoonoticas y de importancia global,

se encuentran la brucelosis canina y la leptospirosis.

La brucelosis canina puede afectar a canidos y se encuentra distribuida en gran parte del
mundo. Brucella canis, es la bacteria que produce esta enfermedad, la cual es principalmente
transmitida sexualmente y puede generar sintomatologia reproductiva, entre otras, en
hembras y machos. Mientras que la leptospirosis puede afectar a diversos hospedadores
mamiferos, tanto silvestres como domeésticos, y se encuentra en todo el mundo a excepcion
de la Antéartica. Leptospira spp. es una bacteria que puede ser transmitida entre canidos de
forma directa o indirecta, pudiendo generar diversos sintomas, dependiendo de la etapa de

infeccion y sistema afectado.

Por lo tanto, ambos agentes pueden afectar a canidos, siendo Sudamérica la region con la
mayor diversidad de ellos a nivel global; existiendo en Chile tres especies de canidos nativos.
De estas, el zorro culpeo o Pseudalopex culpaeus (P. c.) presenta una subespecie Unica para
la Isla Grande de Tierra del Fuego, la que se considera endémica y amenazada: el zorro
fueguino (P. c. lycoides). No sélo la caceria amenaza esta subespecie, la cual representa al
carnivoro mas grande de la isla; la reciente introduccion del zorro chilla o Pseudalopex
griseus (P. g.) y el perro doméstico (asociado a la actividad humana), amenazan al culpeo
fueguino, no solamente al competir por habitat o alimento, sino que como una amenaza
sanitaria importante. Asi, ambas infecciones bacterianas en estudio tienen el potencial de

afectar las poblaciones amenazadas del zorro culpeo fueguino.

De hecho, estudios realizados en el sur de Chile y a unos 275 km (aprox.) de Isla Grande de
Tierra del Fuego, demuestran la presencia de anticuerpos contra B. canis y Leptospira spp.
tanto en zorros como perros domésticos. Finalmente, un estudio realizado en el hemisferio
norte, a una latitud similar a la de Tierra del Fuego, permite suponer que Brucella spp. y

Leptospira spp. pueden sobrevivir en condiciones ambientales como las que tendrian en la
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isla. Por esta razén, la presente Memoria de Titulo pesquisara la presencia de anticuerpos
contra B. canis y Leptospira spp. en muestras de canidos silvestres y domésticos de la Isla

Grande de Tierra del Fuego.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Las zoonosis y en particular las enfermedades infecciosas emergentes, las cuales
corresponden a un 60,3% de las zoonosis, han aumentado su incidencia desde 1940, y se
estima que un 71,8% de ellas tiene su origen en poblaciones de fauna silvestre (Jones et al.,
2008). Esta cifra se explica por acciones antropicas derivadas de la explosion demogréafica
humana, tales como su invasion en ambientes naturales con la consecuente destruccion y
fragmentacion de hébitats, asi como la introduccion de especies exdticas sobre habitats
naturales. Lo anterior, favorece la aparicion y mantencion de enfermedades infecciosas como
pudiesen ser brucelosis canina y leptospirosis en canidos, tanto silvestres como domésticos
(Rhyan y Spraker, 2010).

Brucella canis

La brucelosis canina es causada por la bacteria Brucella canis, cocobacilo Gram negativo e
intracelular facultativo. Aunque B. canis tiene potencial zoondtico, la infeccién en el ser
humano pareciera ser infrecuente, siendo sus principales hospedadores los miembros de la
familia Canidae (CFSPH, 2009; CFSPH, 2012). Este patdgeno, tiene potencial de
distribucion global aunque se ha descrito solamente en América y algunos paises de Africa,
Asia y Europa. Hasta la fecha, Nueva Zelanda y Australia estarian libres de esta bacteria
(CFSPH, 2012).

Brucella canis es principalmente transmitida sexualmente, aunque también puede ser
transmitida por el contacto directo de membranas mucosas o lesiones dérmicas con los tejidos
infectados productos del aborto, o por la ingestion de éstos. Ademas, la bacteria se puede
diseminar por orina, secreciones (ocular, nasal, salival y lactea) y heces de canidos
infectados. En relacién a esto, el ser humano se puede infectar por contacto directo con

canidos infectados, o accidentalmente con cultivos de B. canis en laboratorio (CFSPH, 2012).

En canidos, brucelosis canina puede provocar sintomatologia reproductiva. En hembras

prefiadas puede producir muerte fetal, reabsorcion y aborto. Si se produce el parto, los

cachorros pueden nacer débiles, morir al poco tiempo después de nacidos o nacer normales

y desarrollar posteriormente la enfermedad. En machos, la enfermedad puede producir

anormalidades morfologicas en los espermatozoides y reduccion en la viabilidad de estos,
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epididimitis, edema escrotal y orquitis. También, se describe atrofia testicular unilateral o
bilateral, e infertilidad cuando la enfermedad es crénica. Por otro lado, puede generar
sintomatologias inespecificas y otras, tales como linfadenitis, discoespondilitis, uveitis y
endocarditis (CFSPH, 2012).

Leptospira spp.

La leptospirosis es una enfermedad bacteriana causada por la espiroqueta Leptospira spp.
Desde el punto de vista taxondmico, se reconocen 21 especies y dentro de ellas al menos
unos 250 serovares patdgenos y casi 50 serovares saprofitos (CFSPH, 2013). Los serovares
de Leptospira spp. se pueden adaptar a uno o mas hospedadores mamiferos, presentandose
en especies domésticas como perros y silvestres como zorros y roedores. El perro es
hospedero de los serovares Canicola e Icterohaemorrhagiae, sin embargo, producto de planes
de vacunacion contra éstos, otros serovares han tomado relevancia (CFSPH, 2013). Por otra
parte, entre los roedores se describen los serovares Icterohaemorrhagiae y Copenhageni como
relevantes, aunque potencialmente pueden verse afectados por una gran cantidad de serovares
(CFSPH, 2013). Especies patogenas de Leptospira spp. se encuentran alrededor de todo el
mundo, a excepcidn de la Antartica; y la predominancia de los diferentes serovares en los
distintos hospedadores, variarad segun la zona geogréafica en que se encuentren (CFSPH,
2013).

Leptospira spp. se puede transmitir de forma directa entre hospedadores, por contacto directo
de membranas mucosas o lesiones dérmicas con orina, tejidos producidos durante abortos o
secreciones reproductivas normales de animales infectados. Indirectamente, la bacteria se
puede transmitir a través del medio ambiente, pudiendo ser ingerida a través de alimentos o
aguas contaminadas. En el ser humano, Leptospira spp. puede ser excretada por orina y
transmitida sexualmente, pero son casos infrecuentes (CFSPH, 2013).

En céanidos y durante las etapas iniciales de la infeccion, Leptospira spp. puede producir
sintomas inespecificos y posteriormente, y segun el érgano que afecte, sintomatologia renal,
hepatica y/o reproductiva, como aborto. Ademas, Leptospira spp. tiene el potencial de afectar

otros 6rganos como pulmones y pancreas (CFSPH, 2013).



Tanto brucelosis canina como leptospirosis, tienen el potencial de afectar a canidos
domésticos como perros (Canis lupus familiaris) y silvestres, como son zorros. Estos ltimos,
tradicionalmente se incluyen en el género Pseudalopex (P) o Lycalopex, el que abarca varias
especies sudamericanas: P. vetulus, P. fulvipes, P. gymnocercus, P. culpaeus y P. griseus
(Prevosti et al., 2013). De las nueve subespecies pertenecientes a P. culpaeus (P. c.) (zorro
culpeo), cuatro de ellas habitan en Chile: P. c. culpaeus, P. c. andinus, P. c. magellanicus y
P. c. lycoides. Por su parte, de las cuatro subespecies de P. griseus (P. g.) (zorro chilla)
descritas, tres de ellas estan presentes en Chile: P. g. griseus, P. g. domeykoanus y P. g.
maullinicus (Iriarte, 2008). De las especies mencionadas anteriormente, el zorro culpeo
fueguino (P. c. lycoides) es una subespecie endémica y amenazada de la Isla Grande de Tierra
del Fuego, Regién de Magallanes y Antartica Chilena. Por otra parte, el zorro chilla y el
perro, son especies exaticas introducidas en la Isla Grande de Tierra del Fuego (Sillero et al.,
2004). El perro es considerado una amenaza para la vida silvestre debido a que tiene el
potencial de ser reservorio de varias enfermedades infecciosas, las cuales podrian ser
transmitidas a poblaciones de canidos silvestres por su cercania evolutiva con estos (Silva et
al., 2010a; Proenca et al., 2014).

Situacion actual de la Isla Grande de Tierra del Fuego

Tierra del Fuego posee una escasa diversidad de especies nativas, debido principalmente a
su elevada latitud y condicién insular. Esta fue una de las razones que llevé al ser humano a
la introduccién de especies exoticas en su territorio, desde el siglo XVIII, para asi
incrementar el nimero de especies (Anénimo, 2016). Dentro de las especies nativas se
encuentra el zorro culpeo fueguino, especie que ademas es endémica del archipiélago
fueguino (Lizarralde y Escobar, 2000). De las 30 especies descritas actualmente en el
archipiélago fueguino, el 66% aproximadamente de ellas corresponde a especies exoticas
introducidas con fines econdmicos u otros (Massoia y Chébez, 1993; Lizarralde y Escobar,
2000; Jaksic et al., 2002). Dentro de las especies introducidas se encuentran el zorro chilla,
el castor canadiense (Castor canadensis), la rata almizclera (Ondatra zibethicus), el vison
americano (Neovison vison), el conejo europeo (Oryctolagus cuniculus) y recientemente el
armadillo (Chaetophractus villosus) (Gallo et al., 2005). De ellos, son los mamiferos

acuaticos los que presentan una mayor proporcion poblacional respecto a los mamiferos
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terrestres (Andnimo, 2016). Dentro de las especies domésticas se hallan el perro doméstico,
el ganado ovino, bovino y equino y el zorro plateado (Vulpes vulpes) (Gallo et al., 2005).

El zorro chilla fue introducido en el afio 1951 con el fin de controlar la poblacion del conejo
europeo, especie que a su vez habia sido introducida en territorio nacional del archipiélago
fueguino en el afio 1936 con fines de caza y obtencion de carne (Atalah et al., 1980). En
Chile se estima que su poblacion total seria de 65.835 ejemplares, con un promedio de 1
individuo / 43 ha, ello segn un estudio realizado en la regién en el afio 1982 (Duran et al.,
1985). Mientras que, en Argentina, datos mas recientes indican que su poblacion alcanzaria
una densidad entre 0,21-1,31 individuos / km?, en la Patagonia Argentina (Pacheco et al.,
2004).

El castor canadiense fue introducido en el afio 1946 en el sector argentino del Lago Fagnano
(Skewes et al., 2006). El objetivo de su introduccidn fue desarrollar un mercado peletero, el
cudl a nivel global estaba en declinacion (Silva et al., 2010b). Inicialmente se introdujeron
25 parejas de castores provenientes del oeste de Canada, las cuales gracias a la amplia
disponibilidad de habitats, incluyendo bosques y rios, y a la ausencia de depredadores
naturales en el lugar, pudieron desarrollarse con un crecimiento exponencial de su poblacion
(Skewes et al., 2006; Iriarte, 2008). Pudiendo ser detectado en territorio chileno de Tierra
del Fuego desde el afio 1956 (lIriarte, 2008). Asi, para el afio 1999 se estim6 una poblacion
total de 60.300 ejemplares, mientras que para el afio 2005 se estimé una poblacion superior
a 100.000 individuos, de los cuales el 83% se encontraba en Tierra del Fuego y el resto en la
Isla Navarino (Skewes et al., 2006; Iriarte, 2008).

Por su parte, la rata almizclera y el vison americano también fueron introducidos con la
misma finalidad comercial que el castor canadiense (Silva et al., 2010b). La rata almizclera
fue introducida entre los afios 1946 y 1948, cuando se registraron liberaciones de 225
ejemplares y fugas desde criaderos en territorio argentino, pudiendo dispersarse hacia el sur
a través de los distintos cursos de agua, los que finalmente llegaban a Chile (Fabro, 2015;
Sandoval, 1994). De esta forma a inicios de la década de 1960, se detectan los primeros
ejemplares de rata almizclera en las cercanias de la localidad de Pampa Guanacos, Chile
(Iriarte, 2008). Por otra parte, el vison americano fue introducido en Chile y Argentina entre
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los afios 1930 y 1960, conociéndose al menos cinco introducciones independientes al medio
natural, dos en Chile y tres en Argentina (Iriarte, 2008).

Son estas ultimas tres especies, de las doce registradas como mamiferos exoticos de la region,
las consideradas més invasivas y perjudiciales (Anderson et al., 2006). Estas, en sus habitats
naturales de América del Norte y Canada, presentan un alto grado de interaccion entre ellas
(Viljugrein et al., 2001; Shier y Boyce, 2009; Mott et al., 2013).

Por otro lado, si bien no existen antecedentes claros sobre el momento de la introduccion del
perro doméstico, si existen textos que indican que el perro ha habitado en Tierra del Fuego
desde los tiempos de pueblos originarios, como los Haush y Selk'nam. Los Selk’nam
posiblemente cruzaron a Tierra del Fuego con ayuda de los Alakaluf a través de sus canoas,
en tanto que se desconoce cémo lo hicieron los Haush, los que ya se encontraban alli a la
llegada de los Selk’nam. Asi, se sefiala para aquella época la presencia del extinto perro
fueguino, posible descendiente de los perros que llegaron junto con los primeros navegantes
europeos (Chapman, 1977). También existen registros por parte de algunos europeos que
arribaron a este lugar, como el diario de vida de William Blain, un escocés que llego a la
Patagonia contratado para trabajar como ovejero en el afio 1891 permaneciendo en ella hasta
el afio 1898, en cuyas paginas relata hechos acontecidos con perros y el ganado ovino de la
zona (Martinic, 2009).

El ganado ovino se considera que fue introducido en 1876, cuando 300 individuos fueron
transportados desde las Islas Malvinas a la Isla Isabel a través del Estrecho de Magallanes.
Esto fue realizado por Henry L. Reynard, quién creyd encontrar en la Patagonia un lugar con
potencial para la industria ovina (Soriano y Paruelo, 1990). De esta forma, para el afio 2007
en Tierra del Fuego, la poblacion ovina alcanzaba los 1.046.409 individuos, mientras que
para el afio 2010 los 910.334 ejemplares (INE, 2010).

Es entonces que la irrupcion del perro doméstico en la zona rural de Tierra del Fuego ha
traido como consecuencias masivos ataques hacia el ganado ovino (Zanini et al., 2008). De
hecho, una encuesta realizada entre los afios 2012 y 2013 sefiala que, de la totalidad de la
superficie destinada a produccién animal, el area afectada por perros domésticos o

asilvestrados ha incrementado desde un 2,5% para el afio 1990, a un 69,3% para los afios
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2012 y 2013, siendo exitosa asi su reproduccion en las areas rurales (Schiavini y Narbaiza,
2015).

Antecedentes sobre Brucella canis y Leptospira spp. en relacion a Tierra del Fuego

En Chile, se ha documentado la presenciay la prevalencia seroldgica de B. canis y Leptospira
spp. Por ejemplo, en la Ciudad de Temuco, Region de La Araucania, se detectd mediante
inmunocromatografia (IC), la presencia de anticuerpos contra B. canis en un 1% de muestras
provenientes de 400 caninos de un canil administrado por la Escuela de Medicina Veterinaria
de la Universidad Catolica de Temuco (Tuemmers et al., 2013a). En el caso de Leptospira
spp. y también a partir de 400 muestras de perros, en la Ciudad de Valdivia, Regién de los
Rios, se encontr6 un 14,8% de seropositivos a ocho serovares de la bacteria. Los serovares
Canicola, Icterohaemorrhagiae y Ballum fueron los més prevalentes identificados mediante

la prueba de aglutinacion microscépica (MAT) (Silva y Riedemann, 2007).

En un estudio realizado en Argentina, a unos 275 km al norte de la Isla Grande de Tierra del
Fuego, en la provincia de Santa Cruz (46°36’S, 72°24°W), se analiz6 el suero de 28 zorros
culpeo y 56 zorros chilla de vida libre. Para Brucella spp. se obtuvo un 17,8% de
seropositividad (ocho culpeos y siete chillas respectivamente) y un 33,3% de seropositividad
para Leptospira spp. (12 y 16 individuos por especie respectivamente). La presencia de
anticuerpos contra Brucella spp. se detectd con la técnica del ensayo por inmunoabsorcién
ligado a enzimas (ELISA) y la presencia de anticuerpos contra Leptospira spp. utilizando
MAT (Martino et al., 2004).

Por otra parte, Goldstein et al. (2011) realizaron un estudio en nutrias marinas (Enhydra lutris
kenyoni) en latitudes similares a la de la Isla Grande de Tierra del Fuego (53°38'S, 69°38'0),
pero en el hemisferio norte, al noreste de la Isla Bering en Rusia (55°11°N, 166°8°E) y en el
Archipiélago Kodiak, Alaska, Estados Unidos (entre 57°40°N, 152°19°'W y 58°24°N,
152°31°"W). En Rusia, se analizaron sueros de 89 individuos y en Estados Unidos sueros de
74 individuos utilizando ELISA de competencia (ELISAc). Se detectd la presencia de
anticuerpos contra Brucella spp. en un 28,1% y en un 1,3% de los ejemplares provenientes

de Rusia y Estados Unidos, respectivamente. Complementariamente y mediante MAT, se
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detectaron anticuerpos contra Leptospira interrogans para un 2,3% y un 1,3% de los
individuos provenientes de Rusia y Estados Unidos, respectivamente.

Adicionalmente, dos especies de roedores y una de mustelido introducidos en la Isla Grande
de Tierra del Fuego y que han sido invasores tremendamente exitosos son; el castor
canadiense, la rata almizclera y el visén americano. En el hemisferio norte, se han descrito
anticuerpos contra Leptospira spp. para los serovares Australis, Autumnalis y Pomona, a
partir de suero de castores (Stuart et al., 1978) y para los serovares Grippotyphosa y Ballum
en suero de rata almizclera (Paul et al., 1972). Mientras que, en Tierra del Fuego, se sefiala
la presencia de los serovares Lai, Hardjo y Copenhageni para el vison americano en muestras

de sangre y rifion (Nufez, 2013).

Tanto Brucella canis como Lepstopira spp., son bacterias que representan una potencial
amenaza para la fauna silvestre, en especial bajo presion antrdpica, responsable de la
destruccion de habitat e introduccidn de especies exoticas en la Isla Grande de Tierra del
Fuego. Los antecedentes expuestos, demuestran la presencia de ambos patgenos en el sur
de Chile y también en Argentina, a unos 275 km (aprox.) al norte del lugar de estudio.
Ademas, la presencia de ambos patdgenos a latitudes similares en el hemisferio norte, sugiere
que éstos pudiesen persistir en condiciones ambientales similares a las presentes en el
archipiélago fueguino. Segun la busqueda bibliografica realizada, hasta la fecha, no existen
estudios publicados de estas enfermedades infecciosas en zorros o perros domésticos de la
Isla Grande de Tierra del Fuego, Regién de Magallanes y Antartica Chilena. Ambas
enfermedades tienen el potencial de afectar al zorro culpeo fueguino, especie amenazada y
endémica de la isla. Asi, el objetivo de esta Memoria de Titulo fue pesquisar, a través de
técnicas serologicas, la exposicion a B. canis y Leptospira spp. en muestras de canidos
silvestres (zorros culpeo y zorros chilla) y domésticos (perros) provenientes de la Isla Grande

de Tierra del Fuego.
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OBJETIVO GENERAL

Detectar anticuerpos contra Brucella canis y Leptospira spp. en zorros culpeo (Pseudalopex
culpaeus), zorros chilla (Pseudalopex griseus) y perros domésticos (Canis lupus familiaris)
de la Isla Grande de Tierra del Fuego, Region de Magallanes y Antartica Chilena.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Pesquisar la presencia de anticuerpos contra Brucella canis en zorros culpeo, zorros chilla
y perros domésticos de la Isla Grande de Tierra del Fuego, Region de Magallanes y

Antartica Chilena.

2. Pesquisar la presencia de anticuerpos contra Leptospira spp. en zorros culpeo, zorros
chillay perros domésticos de la Isla Grande de Tierra del Fuego, Region de Magallanes y

Antartica Chilena.
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MATERIALES Y METODOS
Generalidades del area de estudio

El archipiélago de Tierra del Fuego se encuentra ubicado en el extremo austral de América
del Sur, entre los océanos Atlantico y Pacifico, y siendo separado del continente por el
Estrecho de Magallanes. La Isla Grande es la isla de mayor tamario dentro de las cientos de
islas que conforman el archipiélago fueguino (Lizarralde, 1993). En la Isla Grande se
encuentra la provincia de Tierra del Fuego, correspondiente al territorio occidental, ubicada
en el centro este de la XIl Region de Magallanes y Antartica Chilena. Su capital provincial
es la ciudad de Porvenir. La isla tiene una superficie de 29.484,7 km? y posee una poblacion
humana de 6.904 habitantes (Gobernacion de Tierra del Fuego, 2015).

Disefio de estudio, recoleccion y tamafio de muestra

Se analizaron un total de 56 muestras de suero sanguineo provenientes de canidos silvestres
y domésticos (15 zorros culpeo fueguino, 12 zorros chilla y 29 perros). En el caso de las
muestras de zorros, éstas se obtuvieron de capturas vivas de animales, mientras que las
muestras de perros se obtuvieron con el consentimiento de sus duefios. Todas ellas
provinieron de animales clinicamente sanos ante el examen clinico. En el caso del muestreo
en perros, se recabd informacidn respecto a su manejo y estado sanitario, como por ejemplo
vacunas administradas. Las muestras fueron geo referenciadas segun el lugar de captura de
cada una de las especies (anexo 1). Las muestras fueron recolectadas por el Dr. Cristébal
Bricefio, en la Isla Grande de Tierra del Fuego, Region de Magallanes y Antartica Chilena,
en un periodo comprendido entre los afios 2008 y 2012. Estas muestras fueron analizadas en
el Laboratorio de Bacteriologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
(LaBFAVET) de la Universidad de Chile y en el Laboratorio de Agentes Emergentes y
Zoonoticos del Instituto de Salud Pablica (ISP) del Ministerio de Salud.

Deteccion de anticuerpos contra Brucella canis

Siguiendo los estandares de bioseguridad para un laboratorio de serologia, se utilizo el
método de contrainmunoelectroforesis (CIEF) con un antigeno LPS-R de Brucella ovis,

obtenido mediante el método salino caliente (Diaz y Bosseray, 1973; Myers et al., 1972). La
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técnica se realizé bajo el protocolo del Laboratorio de Bacteriologia, en el cual, se utilizaron
portaobjetos barnizados con agar al 2%. Sobre estos, se depositaron 3 mL de agarosa al 1%
en Buffer Barbital Sédico (pH 8,6) y se dejaron solidificar bajo refrigeracion por al menos
treinta minutos, para su posterior utilizacion. Una vez solidificados, se les realizaron
perforaciones equidistantes entre si. En las perforaciones del polo anddico (negativo) se puso
el antigeno y en las del polo catodico (positivo) los sueros y antisueros (anexo 2).

Los portaobjetos se sometieron a una corrida electroforética durante 150 min. con un maximo
de 210 volts y 7,5 miliamperios por cada portaobjeto. Una vez finalizada la corrida, los
portaobjetos fueron situados en una cdmara humeda a temperatura ambiente durante 18 horas
y, posteriormente, fueron sometidos a una inmersion en Citrato de Sodio al 5% durante treinta
minutos, para eliminar asi bandas de precipitacion inespecificas. La lectura e interpretacion
de los resultados se realizd utilizando una fuente luminica bajo el portaobjetos, con el fin de
visualizar las lineas de precipitacion (reaccidn positiva) entre el antigeno y los sueros y
antisueros (anexo 2). Como control positivo se utilizo un suero (antisuero) obtenido de una
perra experimentalmente infectada con la cepa B. canis RM-6/66 (Laboratorio de

Bacteriologia) y como control negativo se utilizd suero de un perro clinicamente sano.
Deteccion de anticuerpos contra Leptospira spp.

La técnica utilizada fue la Prueba de Aglutinacion Microscépica (MAT) tanto cualitativa
como cuantitativa, realizada en el Instituto de Salud Publica (ISP) bajo el protocolo de la OIE
(2008a). Para MAT cualitativa se utilizaron cultivos previamente incubados en medio EMJH
(Difco) a 30°C durante siete dias. Luego, en tubos estériles, un volumen de cultivo de cada
uno de los 19 serovares de Leptospira spp. (anexo 3) fue diluido en proporcion de 1:1 en
solucién fisiologica tamponada estéril pH 7,6 (Solucién de NaCl y Tampdn Sérensen).
Adicionalmente, se traspasaron 200 pL de cada suero en estudio a tubos de vidrio, los cuales
fueron rotulados y calentados a 56°C durante treinta minutos, dejandose enfriar por 10
minutos. A continuacién, cada muestra se diluyé en proporcién de 1:25 de solucion

fisioldgica estéril.

En placas de microtitulacion de poliestireno, se depositaron 50 pL de solucién fisioldgica

tamponada estéril en la primera fila (antigeno control) y 50 pL de cada muestra diluida en
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las filas restantes. Se adicionaron 50 pL de cada antigeno diluido en cada columna,
incluyendo el antigeno control (figura 1). Luego, las placas fueron cubiertas con papel
aluminio, para posteriormente ser colocadas en una bandeja y agitadas a 100 rpm durante un
minuto. Posteriormente, las placas fueron incubadas en una estufa de cultivo (28°C) entre
dos y cuatro horas. Una vez finalizado el tiempo de incubacion, se utilizd una pipeta

multicanal para depositar entre 1 y 3 pL de cada serie de muestras en un portaobjeto.

La lectura de cada una de las muestras se realizd en relacion a la aglutinacion del antigeno
control correspondiente, utilizando para ello un microscopio de campo oscuro con aumento
10x. La interpretacion se hizo por medio de la observacion de la aglutinacién a través de
cruces (anexo 4), la que indicd si la reaccion era 0 no positiva. En caso de las muestras que

presentaron reaccion positiva se realiz6 MAT cuantitativa.

Figura 1: Prueba de aglutinacién microscdpica cualitativa: Distribucién de muestras y serovares de Leptospira spp.

Muestras

en placas de microtitulacion

Serovares
S1+Agl S1+Ag2 S1+Ag3 S1+Ag4 S1+Ag5 S1+Agn
S2+Agl S2+Ag2 S2+Ag3 S2+Ag4 S2+Ag5 S2+Agn
S3+Agl S3+Ag2 S3+Ag3 S3+Ag4 S3+Ag5 S3+Agn
Sn+Agl Sn+Ag2 Sn+Ag3 Sn+Ag4 Sn+Ag5 Sn+Agn

T: Solucidn fisiolégica tamponada estéril, S: Suero, Ag: Antigeno (serovar)

La MAT cuantitativa se realiz6 utilizando el mismo procedimiento inicial de la MAT
cualitativa, y en el caso que este se haya realizado en un periodo menor o igual a 24 hrs, sélo
se procedio a recalentar el suero a 56° C por 10 minutos. Luego, las placas de microtitulacién
se organizaron conforme a la figura 2. Se depositaron 50 pL de solucion fisiologica
tamponada estéril (antigeno control) en la primera columna, una titulacion de 1:50 de la
muestra en la segunda columna, y titulaciones seriadas de la muestra en solucidn fisiolégica
estéril hasta la titulacion 1:3200 para las siguientes columnas. A su vez, cada antigeno diluido
se puso en cada fila, incluyendo el antigeno control. La lectura se realizo de la misma forma

gue en MAT cualitativa.
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Figura 2: Prueba de aglutinacién microscdpica cuantitativa: Distribucion de titulaciones de la muestra y serovares de

Leptospira spp. en placas de microtitulacion

Muestra A (Titulaciones)

T+Agl 1/50 + Ag 1 1/100 + Ag 1 1/200 + Ag 1 1/n+Agl 1/3200 + Ag 1
2 T+Ag2 1/50 + Ag 2 1/100 + Ag 2 1/200 + Ag 2 1/n+Ag?2 1/3200 + Ag 2
§ T+Ag3 1/50 + Ag 3 1/100 + Ag 3 1/200 + Ag 3 1/n+Ag3 1/3200 + Ag 3
o
3 T+Ag4 1/50 + Ag 4 1/100 + Ag 4 1/200 + Ag 4 1/n+Ag4 1/3200 + Ag 4
T+Agn 1/50 + Agn 1/100 + Agn 1/200 + Agn 1n+Agn 1/3200 + Ag n

T: Solucién fisiolégica tamponada estéril, Ag: Antigeno (serovar)

Bioseguridad para la deteccion de anticuerpos contra Leptospira spp.

Se trabajé bajo la tutela del Tecndlogo Médico Sr. Roberto Flores, encargado del Laboratorio
de Agentes Emergentes y Zoonoticos del Instituto de Salud Publica (ISP), lugar donde se
realiz6 la deteccién de anticuerpos contra Leptospira spp. Este patdgeno debid ser
manipulado de acuerdo al nivel Il de bioseguridad correspondiente a la clasificacion
internacional de riesgo (anexo 5). Dentro de este nivel se encuentran medidas como el contar
con puertas con sefialéticas de advertencia de riesgo biolédgico, gabinetes de bioseguridad,
autoclaves, areas de primeros auxilios, entre otros. Ademas, estipula que sélo puede ingresar
personal autorizado, quiénes deben llevar proteccion personal consistente en delantal,
guantes, gafas de seguridad y viseras; quedando estrictamente prohibido el egreso de

cualquier elemento del recinto, incluido delantales.
Analisis de datos y procedimiento estadistico

Los resultados de las muestras estudiadas fueron analizados mediante estadistica descriptiva,
la que determind la frecuencia de las reacciones positivas para Leptospira spp. en zorros

culpeo, zorros chilla y perros domésticos de la Isla Grande de Tierra del Fuego.
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RESULTADOS
Brucelosis canina

La contrainmunoelectroforesis (CIEF) al ser utilizada para la deteccion de anticuerpos contra
Brucella canis, entrego resultados negativos para la totalidad de las muestras de canidos de

la Isla Grande de Tierra del Fuego (tabla 1).

Tabla 1: Resultados de la deteccién de anticuerpos contra Brucella canis mediante

contrainmunoelectroforesis en muestras de canidos silvestres y domésticos de la Isla Grande de Tierra del

Fuego
Especie Animal N° de Positivos Negativos
muestras
Zorros culpeo 15
Zorros chilla 11 0 11
Perros domésticos 29 0 29
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Leptospirosis

La prueba de aglutinacién microscépica (MAT) cualitativa y cuantitativa al ser utilizada para
la deteccion de anticuerpos contra Leptospira spp., entregd resultados positivos para tres
muestras de zorro culpeo (20%), una de zorro chilla (8,3%) y una de perro doméstico (3,4%),
de la totalidad de las muestras de canidos de la Isla Grande de Tierra del Fuego, siendo
considerado un hallazgo en estos animales (tabla 2). A su vez, estos individuos presentaron
reactividad a distintos serovares. Para zorro culpeo se hallo la presencia del serovar Ballum
en una muestra, del serovar Australis en una muestra y de los serovares Antumnalis,
Borincana e Icterohaemorrhaiae en una muestra; para zorro chilla s6lo se detecto la presencia
del serovar Antumnalis en una muestra; y finalmente para perro doméstico se detecto la

presencia de los serovares Antumnalis y Georgia en una muestra (tabla 2).

Tabla 2: Prevalencia de animales seropositivos a los diferentes serovares de Leptospira spp. mediante la
prueba de aglutinacion microscopica en muestras de canidos silvestres y domésticos de la Isla Grande de Tierra

del Fuego

Especie Animal N° de la muestra  Serovar de Leptospira spp. Prevalencia de seropositivos

segun la especie animal

2 Ballum
5 Australis

Zorros culpeo Autumnalis 20%
9 Borincana

Icterohaemorrhagiae

Zorros chilla 2 Autumnalis 8,3%
27 Autumnalis 3,4%
Perros domésticos Georgia

Los resultados de MAT cualitativa (titulo 1:25) y cuantitativa (titulos 1:50 — 1:3200) se
detallan en las tablas 3A, 3B y 3C.
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Tabla 3A: Resultados de las aglutinaciones a las distintas titulaciones de la prueba de aglutinacion

microscopica para cada serovar de Leptospira spp. en muestras de zorros culpeo (Pseudalopex culpaeus)

de la Isla Grande de Tierra del Fuego

N° de la Serovar Control | 1:25 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 | 1:3200
muestra
1 Auwustralis - ++ + +/- - - - - -
Ballum - +++ + +/- - - - - -
2 Ballum - +++ | 4+ + = o = - -
4 Auwustralis - ++ + +/- - - - - -
5 Australis - ++ ++ + + - - - -
8 Australis - ++ + +/- - - - - -
Antumnalis - ++ + +/- +/- - - - -
9 Australis - ++ + + = - - - -
Antumnalis - ++ ++ + +/- o = - -
Bataviae - ++ + +/- = - - - -
Borincana - +++ ++ + +/- +/- - - -
Icterohaemorrhagiae - +H+ |+ +/- - = = - -
Tabla 3B: Resultados de las aglutinaciones a las distintas titulaciones de la prueba de aglutinacion
microscopica para cada serovar de Leptospira spp. en muestras de zorros chilla (Pseudalopex griseus) de la
Isla Grande de Tierra del Fuego

N° de la Serovar Control 1:25 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200

muestra

2 Antumnalis - ++ ++ + + +/- - - -
Ballum - ++ + +/- - - - - -

6 Australis - + + +/- - +/- = - R
Antumnalis - +/- +/- +/- +/- +/- - - R
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Tabla 3C: Resultados de las aglutinaciones a las distintas titulaciones de la prueba de aglutinacion
microscopica para cada serovar de Leptospira spp. en muestras de perros domésticos (Canis lupus

familiaris) de la Isla Grande de Tierra del Fuego

N° de la Serovar Control 1:25 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200

muestra

- ++ + +- +/- +- +/- +/- -
Antumnalis - ++ + + +/- - R - N

Ballum - + +/- - - - - - R

Bataviae - + +/- +/- - - - - N

Georgia - ++ + + +/- - - - -

19 Australis = + + 4 - - - - -
Ballum - +/- +/- +/- 5 5 - - -

27 Autumnalis - +++ +++ + + +/- - - -
Georgia - | ++ +/- - - - -

29 Autumnalis - ++ + +/- = - - - -
Bataviae - +++ +/- +/- +/- - - - -

30 Autumnalis - ++ + - - - - - -

Los resultados con cruces en las diferentes titulaciones se basan en la interpretacion de la
aglutinacion de cada reaccion, tal como lo sefiala el anexo 4. Siendo el punto de corte
entregado por el ISP, para seres humanos, aquellas muestras cuya titulacion sea igual o

superior a la titulacion 1:200 con un 50% de aglutinacion (++).
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DISCUSION

En la presente Memoria de Titulo se analizaron en total 55 muestras para Brucella canis de
las 56 inicialmente contempladas (15 zorros culpeo fueguino, 11 zorros chilla 'y 30 perros).
Esto debido a que una de ellas, procedente de un perro doméstico, contuvo una escasa
cantidad de suero para ser analizada. Por otro lado, para Leptospira spp., Se sumo una muestra
de zorro chilla inicialmente no contemplada a la cantidad anteriormente sefialada, analizando

en total 56 muestras.

Los resultados obtenidos en las pruebas realizados a estas muestras, tanto la ausencia de
anticuerpos contra B. canis como la presencia de anticuerpos contra Leptospira spp.,
pudieron ser producto de la conservacion de las mismas, sobre todo si estas fueron analizadas
tres afios posteriores a su recoleccion. Debido a que estas muestras fueron conservadas a -
20°C, temperatura a la cual se describe que pueden deteriorarse y no ser apropiadas por la
potencial pérdida de propiedades inmunoldgicas y bioguimicas, mas alin si se almacena
durante largos periodos de tiempo. Asi, la temperatura Optima de almacenamiento a largo
plazo para muestras seroldgicas animales, que sugiere la Organizacién Mundial de Sanidad
Animal, debiese ser menor a los -60°C (OIE, 2008b). Situacion similar se describe para
muestras de seres humanos, debiendo ser conservadas a -70°C (Prats, 2005). Aunque esto se
contradice con lo observado en la préctica, en la cual se ha visto que algunas muestras
serologicas contintan reaccionando al ser utilizadas por largos periodos de tiempo. Por
ejemplo, esto ocurre con el antigeno LPS-R de Brucella ovis y sueros controles utilizados
para B. canis en este estudio, los cuéles superan los diez afios de vigencia. Ello, aun cuando
se describe que el congelamiento y descongelamiento reiterado de los reactivos puede afectar
su calidad, ante lo cual existe como solucion el realizar alicuotas de ellos. Por lo tanto, a
pesar de estos antecedentes, se asumira que los resultados obtenidos son fidedignos a los

analisis realizados, tanto para la brucelosis canina como para la leptospirosis.

Para brucelosis canina, la totalidad de las muestras entregd resultados negativos para la

deteccidn de anticuerpos contra B. canis utilizando CIEF. Estos resultados se pueden explicar

1 Comunicacioén personal: Cristobal Bricefio, Consuelo Borie y Pedro Abalos, Departamento de Medicina

Preventiva, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile.
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debido a que los anticuerpos contra B. canis pueden estar ausentes durante las primeras etapas
de la infeccion, asi como en infecciones crénicas, o porque los individuos no hayan estado
expuestos a la bacteria (CFSPH, 2012); pudiendo ser detectados en perros entre los 7 a 14
dias post infeccidn, alcanzando altos niveles entre los 21 a 35 dias post infeccion (Lee et al.,
2010).

El diagnostico definitivo de B. canis se realiza mediante cultivo, pudiendo ser aislada en
diversos medios, aunque su deteccion es dificil. Esto, debido a su lento crecimiento y al
riesgo de contaminacién con otras bacterias en muestras no estériles (CFSPH, 2012). Sin
embargo, para su diagndstico directo se puede utilizar la Reaccion en Cadena de Polimerasa
(PCR) y como diagndstico indirecto, pruebas seroldgicas tales como CIEF, AGID
(Inmunodifusién en Gel de Agar) y ELISA (CFSPH, 2012).

Son estas mismas pruebas seroldgicas las que han ayudado a documentar la presencia y tasas
se infeccion de brucelosis canina en otros paises latinoamericanos y cuyos resultados
contradicen a los de la presente investigacion, especificamente en perros. Un ejemplo de ello
son las pruebas realizadas en Patos, Estado de Peraiba, Brasil, por Fonseca et al. (2011). Ellos
estudiaron un total de 193 sueros de perros que se obtuvieron bajo consentimiento de sus
duefios en el Centro Médico Veterinario del Dr. Leonardo Torres y en la Clinica de Pequefios
Animales del Hospital Veterinario de Universidad Federal de Campina Grande. En este caso
se obtuvo un 3,11% de seropositivos a B. canis por medio de AGID con posterior
confirmacion por PCR. De la misma forma en Buenos Aires, Argentina, Boeri et al. (2008)
realizaron un estudio bajo un programa del Instituto de Zoonosis Luis Pasteur. Para ello
utilizaron como técnica seroldgica AGID, sefialando que de 219 perros (184 hembras y 35
machos) el 7,3% (9 hembras y 7 machos) fue serolégicamente positivo a B. canis. De los
positivos, fue posible recolectar muestras sanguineas en trece de ellos para hemocultivo, de
los cuales se logro el aislamiento de B. canis en tres. Finalmente, en Ciudad de Rio Grande,
Tierra del Fuego, Argentina, se sefiala una prevalencia de un 28,1% en un muestro serolégico

realizado a 97 perros para B. canis (DEIS, 2013).

Por otro lado, existen estudios que dan a conocer distintas prevalencias para B. canis en
diferentes especies de canidos silvestres. Por ejemplo, en Serbia, Cirovi¢ et al. (2014)

analizaron muestras de bazo de un total de 216 chacales dorados (Canis aureus), de los cuales
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se obtuvo una prevalencia de un 1,9% a través de PCR. En otro estudio, realizado en los
estados de Pernambuco y Paraiba en tres zooldgicos al noreste de Brasil, Oliveira et al. (2012)
estudiaron sueros de 17 coatis (Nasua nasua), 3 zorros Hoary (Lycalopex vetulus), 2
leopardos tigre (Leopardus tigrinus) y 5 tayras (Eira barbara) con la prueba AGID. Los

resultados se detallan en la figura 3.

Figura 3: Prevalencia de seropositivos a Brucella canis en coatis, zorros Hoary, leopardos tigre y tayras, por

medio de inmunodifusion en gel de agar

Coatis Zorros Hoary Leopardos Tigre Tayras

Brucella canis 18% 33% 50% 40%

Fuente: Oliveira et al., 2012

Esta investigacion se suma al estudio realizado en Argentina, a unos 275 km al norte de la
Isla Grande de Tierra del Fuego. En el cual Martino et al. (2004) analizaron el suero de 28
zorros culpeo y 56 zorros chilla de vida libre. Obteniéndose para Brucella spp. un 17,8% de
seropositividad (ocho culpeos vy siete chillas respectivamente) a través de ELISA. Por lo
tanto, los resultados obtenidos en esta memoria difieren de otros estudios realizados tanto en

otros canidos silvestres como en las mismas especies silvestres estudiadas.

Asi, dadas las investigaciones anteriores y, apoyadas por otras realizadas en Chile, Argentina,
Rusia y Estados Unidos ya presentadas, se considero6 posible la seropositividad para B. canis
en la Isla Grande de Tierra del Fuego. Sin embargo, los analisis llevados a cabo en este
estudio descartaron la presencia de anticuerpos contra B. canis en los canidos muestreados.
Esto puede deberse a que no hayan estado expuestos a la bacteria, las particularidades de la
infeccion de B. canis en el organismo y/o por la ubicacién de los animales analizados, a pesar

de los antecedentes que acreditan su presencia en el lugar.

Para leptospirosis, los resultados se pueden explicar por diversas razones, tales como las
relacionadas a las caracteristicas de Leptospira spp. en el organismo y/o la ubicacion de los

animales analizados, al igual que se plantea con brucelosis canina mas arriba.
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En el caso de leptospirosis, los anticuerpos contra Leptospira spp. pueden no estar presentes
a comienzos de la enfermedad, ser indetectables en algunos animales infectados
cronicamente o no encontrarse debido a que los animales no se infectaron con el patégeno
(CFSPH, 2013); pudiendo ser detectados entre los 6 a 12 dias post infeccion, alcanzando
altos niveles entre los 22 a 28 dias post infeccion (Luna et al., 2008). Ademaés, debemos
considerar el estado de vacunacion en que se encontraban los animales, especificamente los
perros domésticos (CFSPH, 2013), ya que en Chile existen vacunas que contienen los
serovares Canicola e Icterohaemorrhagiae de Leptospira spp. inactivados, como la vacuna
Recombitek C6/CV. De hecho, en el presente estudio solo tres ejemplares de perros
domeésticos habian sido vacunados, obteniéndose resultados negativos para ellos. Aquello, se
puede explicar debido principalmente a que estos ejemplares habian sido vacunados tan solo
una vez en la vida, por lo que los anticuerpos circulantes podrian haber sido practicamente

nulos.

El diagndstico definitivo de Leptospira spp. es el cultivo. Esta espiroqueta puede aislarse por
diversos medios, pero es una bacteria delicada y de crecimiento lento; y dependiendo del
serovar pueden tardarse ain mas (CFSPH, 2013), variando entre los 2 a 20 dias, siendo el
promedio 7 dias (Zunino y Pizarro, 2007). De esta forma, las pruebas seroldgicas mas
comunes en animales son MAT y ELISA. De hecho, en este estudio con el fin de pesquisar
indirectamente Leptospira spp. se utilizé MAT, el cual detecta anticuerpos contra una
seleccion de serovares de Leptospira (CFSPH, 2013). Se utilizaron 19 serovares de

Leptospira spp., existiendo asi la posibilidad de que hubiese algln otro serovar presente.

Asi, se debe recordar que en el ISP se realiz6 MAT cualitativa y cuantitativa. Para MAT
cualitativa hubo muestras que denotaron una titulacién 1:25 con dos 0 mas cruces a la lectura.
Mientras que, por otro lado, para MAT cuantitativa hubieron seis muestras de zorros culpeo,
dos de zorros chilla y cinco de perros domésticos que entregaron titulaciones que no
sobrepasaron la titulacion 1:100 con un 50% de aglutinacion (++), esto en perros domésticos,
siendo consideradas asi negativas para el ISP. Lo anterior dado que el ISP considera en seres

humanos como casos positivos aquellas muestras cuya titulacion sea igual o superior a la
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titulacion 1:200 con un 50% de aglutinacion (++)2. Segun la OIE (2008a), se considera como
positiva aquella muestra que presenta una titulacion 1:100 con un 50% de aglutinacién, ello
en general para las distintas especies animales. Este Gltimo es el criterio en el cual se basa el
Servicio Agricola Ganadero (SAG), el cual, utiliza una seleccion de cinco serovares
principalmente para el ganado, los cuales son: Canicola, Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagiae, Pomona y Hardjo. Esto, dado los estudios de prevalencia realizados a
nivel nacional®. De esta forma, la seleccion de serovares utilizada por el SAG coincide con

la manejada por el ISP, y en consecuencia con la utilizada en el presente estudio.

Por otro lado, Roqueplo et al. (2013) sefialan en carnivoros titulos de corte de 1:40, para
perros y gatos analizados en su estudio. Este punto de corte coincide con el trabajo realizado
por Senthil et al. (2013) en perros, quienes definen como muestras positivas a las que
presenten titulos minimos de 1:40 en areas donde Leptospira spp. es endémica. Por otra parte,
existen investigadores como Silva y Riedemann (2007) quienes estipulan como positivas a
aquellas muestras cuyos titulos son iguales 0 mayores a 1:100. Situacion similar expone
Tuemmers et al. (2013b), quienes definen a muestras con titulos de 1:100 o 1:200 como
positividad baja, titulos de 1:400 como positividad moderada y titulos sobre 1:400 como
positividad alta. Incluso, hay investigadores que sefialan como casos positivos a aquellas
muestras cuya titulacion sea igual o superior a 1:1600, como Gautam et al. (2010). Para
zorros culpeo y zorros chilla, Martino et al. (2004) también sefialan como positivas a aquellas

muestras cuyos titulos son iguales o superiores a la titulacion 1:100.

Leptospirosis es considerada a nivel nacional como una enfermedad endémica, siendo
catalogada a partir del afio 2004 como una enfermedad de notificacidn obligatoria inmediata
(MINSAL, 2004). Asi, se tendra presente aquello debido a que no existen antecedentes que
describan la situacion epidemioldgica actual de Leptospira spp. en la Isla Grande de Tierra

del Fuego.

2 Comunicacidn personal: Roberto Flores, Laboratorio de Agentes Emergentes y Zoonéticos, Instituto de Salud
Publica.

3 Comunicacién personal: Alexa Pessoa, Unidad de Bacteriologia Pecuaria, Servicio Agricola Ganadero.
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Por lo tanto, ante los antecedentes expuestos, se considerd6 como casos positivos aquellas
muestras que para MAT cuantitativa presentaron una titulacion 1:50 con un 50% de
aglutinacion (++). Ello, tomando como corte minimo documentado la titulacion 1:40 para

caninos pertenecientes a areas endémicas de la enfermedad.

Por otro lado, se cuestiona el criterio utilizado por los diferentes autores al momento de
definir sus puntos de corte, ya que se desconoce si estos consideran o no variables como el
factor endémico del patdgeno. Pudiendo existir asi casos de leptospirosis no detectados y en

consecuencia, un mayor impacto de esta enfermedad en las distintas poblaciones animales.

En el presente estudio se logro determinar la presencia de anticuerpos contra Leptospira a
través de MAT. Otros estudios que han hallado anticuerpos contra la espiroqueta, han
encontrado tasas de infeccidn diferentes. En Curitiba, Estado de Parana, Brasil, bajo el apoyo
del Centro de Control de Zoonosis de la Ciudad de Pinhais, se realiz6 un muestreo seroldgico
a través de MAT con una titulacion 1:100 como titulo de corte. Para el afio 2009, el 14,4%
de 228 perros fue seropositivo a Leptospira spp., mientras que en el afio 2010, el 38,9% de
90 fue seropositivo. Los serovares mas prevalentes fueron Canicola (33,4%) e
Icterohemorragia (51,4%) para los afios 2009 y 2010 respectivamente (Marinelli et al., 2013).
Mas al sur, en Rosario, Argentina, se realiz6 una investigacion desarrollada en el Instituto
Municipal de Sanidad Animal (IMUSA). Se llevé a cabo con 156 muestras de perros que
fueron analizadas mediante MAT con una titulacién 1:100 como punto de corte. Del total de
muestras, 14,10% resultaron positivas, de éstas se hallaron un 54,54% positivas al serovar
Castellonis, 31,81% a Canicola, 4,54% a Pyrogenes, 4,54% a Pomona y 4,54% a
Icterohaemorrhagiae (Seghesso et al., 2013).

Los resultados de los autores anteriores, mas otros como Tuemmers et al. (2013a), Silva y
Riedemann (2007), Martino et al. (2004) y Goldstein et al. (2011) ya descritos, concuerdan
con los casos positivos obtenidos en la Isla Grande de Tierra del Fuego para Leptospira spp.
Describiéndose en el presente estudio la presencia del serovar Antumnalis para las tres
especies estudiadas en comun. Para zorro culpeo se hallo la presencia del serovar Ballum en
una muestra, del serovar Australis en una muestra y de los serovares Antumnalis, Borincana
e Icterohaemorrhaiae en una muestra; para zorro chilla solo se detecto la presencia del serovar

Antumnalis en una muestra; y finalmente para perro doméstico se hall6 la presencia de los
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serovares Antumnalis y Georgia en una muestra. Sin embargo, es posible que en las pruebas
realizadas haya existido reaccion cruzada entre los serovares utilizados; reaccion cruzada que
también pudo haber ocurrido con algun otro serovar no utilizado (OIE, 2008a). Aun asi, este
estudio da nuevos antecedentes sobre cuales son los posibles serovares circulantes entre estas
tres especies. Situacion que difiere de lo entregado por Martino et al. (2004) para zorros
culpeo y zorros chilla, quienes sefialan que trece sueros presentaron reactividad a un dnico
serovar, mientras que quince exhibieron anticuerpos a multiples serovares. Asi, en diez
muestras se obtuvieron los serovares Sejroe y Grippothyphosa, en ocho el serovar
Icterohaemorrhagiae, en cinco los serovares Canicola y Hardjo, y en tres los serovares
Tarassovi y Ballum. Teniendo como coincidencia con el presente estudio la presencia de los
serovares Icterohaemorrhaiae y Ballum. Por lo tanto, se sugiere realizar nuevas indagaciones

que expliguen este fendbmeno de mejor manera.

Finalmente, en relacidn a otras especies animales, se debe recordar los trabajos mencionados
anteriormente por Stuart et al. (1978) y Paul et al. (1972) realizados en el hemisferio norte,
y por Nufez (2013) realizado en Tierra del Fuego. En ellos, se mencionan a los serovares
Australis, Autumnalis y Pomona para el castor canadiense, Grippotyphosa y Ballum para la
rata almizclera y Lai, Hardjo y Copenhageni para el vison americano; coincidiendo en los
serovares Australis, Autumnalis y Ballum con los resultados del presente estudio. En tanto
que en Valdivia también existen antecedentes sobre Leptospira spp. en roedores,
describiéndose la presencia de los serovares Pomona, Hardjo, Javanica, Canicola e
Icterohaemorrhagiae (Riedemann et al., 1994), habiendo coincidencia con los resultados del

presente estudio en el serovar Icterohaemorrhagiae.

Dado los antecedentes de potenciales hospedadores presentes en el archipiélago fueguino y
la posible transmisién horizontal de Leptospira spp. entre ellos, se esperaba tener un mayor
namero de animales positivos. De hecho, existen antecedentes de que el castor canadiense,
la rata almizclera y el vison americano efectivamente presentan un alto grado de interaccion.
Por un lado, se sefiala una asociacion positiva entre la presencia de la rata almizclera y los
habitats modificados por el castor canadiense, indicando una preferencia por esta hacia los
ecosistemas modificados, no asi hacia las corrientes naturales (Crego et al., 2016). En tanto

que el visén americano tiene una dieta que consiste principalmente en mamiferos (37%), aves
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(36%) y peces (24%), de los primeros la rata almizclera es su principal presa, junto al roedor
endémico Abrothrix xanthorhinus (Schuttler et al., 2008). Por lo tanto, el castor canadiense
desempefia un rol importante en la existencia de la rata almizclera, la cual a su vez sostiene
a la poblacion del vison americano (Crego et al., 2016). Siendo estas interacciones
importantes debido a la posible transmision horizontal de Leptospira spp., en particular de
los serovares Australis, Autumnalis, Pomona, Grippotyphosa, Ballum, Lai, Hardjo y
Copenhageni (Paul et al., 1972; Stuart et al., 1978; Nufez, 2013). Ademas se sugiere
profundizar en futuras investigaciones si, producto de la orina liberada por estos mamiferos
acuaticos en las cuencas hidrograficas donde habitan, esta bacteria pudiese disperse rio abajo

e infectar a otras especies animales.

Los cénidos presentados en este estudio tienen una dieta variada, pudiendo incorporar a
ciertos mamiferos acuaticos en ella. Asi, por ejemplo, en Tierra del Fuego la dieta del zorro
culpeo esta compuesta principalmente por pequefios mamiferos e insectos (Jaksic et al.,
1983). En tanto que en Argentina, la dieta del zorro chilla es abundante en insectos,
leguminosas y cactaceas, ademas de roedores, aves, escorpiones y gramineas (Nufiez y
Bozzolo, 2006). Por lo tanto efectivamente existe la posibilidad de que estos canidos puedan
depredar especies mamiferas acuaticas como las expuestas anteriormente, sumadas a otras

especies animales como roedores, pudiendo ser infectados con Leptospira spp.

Asi, existen indagaciones que entregan datos sobre la posible importancia de los roedores
silvestres en la circulacién de Leptospira spp. entre las especies animales con las que
comparten su hébitat. En el Municipio de Villa Soto la Marina, Tamaulipas, México, Méndez
et al. (2013) estudiaron un total de 24 roedores, 6 caninos, 220 bovinos y 24 equinos con la
prueba MAT, empleando 12 serovariedades de Leptospira spp.; a excepcion de los roedores

los que se evaluaron contra siete. Los resultados se detallan en la figura 4.
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Figura 4: Prevalencia de serovares de Leptospira spp. en roedores, caninos, bovinos y equinos, por medio de

la prueba de aglutinacion microscopica

Serovar Roedores Caninos Bovinos Equinos
Icterohaemorrhagiae 37% 66% 0% 0%
Grippotyphosa 14% 16% 0,4% 4%
Tarassovi 12% 0% 9% 41%
Canicola 4% 66% 25% 0%

Fuente: Méndez et al., 2013

Esta investigacion se suma a un estudio realizado al sur de Chile, desde Nuble hasta
Llanquihue, en el cual sefialan la existencia de anticuerpos contra Leptospira spp. en varias
especies animales domésticas, como perros (41,98%) con presencia de los serovares Canicola
y Copenhageni; ovinos (7,14%) con el serovar Copenhageni; bovinos (59,15%) con los
serovares Hebdomadis y Pomona; equinos (48,53%) con los serovares Copenhageni,
Canicola y Poi; caprinos (24,85%) con el serovar Canicola; y porcinos (69,92%) con los
serovares Pomona, Icterohaemorrhagiae, Canicola y Sentot (Zamora et al., 1975). Reportes
mas recientes, desde Los Angeles hasta Valdivia, indican prevalencias para Leptospira spp.
de un 37% para perros, 24,9% para ovinos, 88,7% para bovinos, 7,1% para equinos y 69,9%
para porcinos (Zunino y Pizarro, 2007). Lo que podria indicar también una posible
transmision horizontal de enfermedades infecciosas entre la fauna silvestre y la fauna
doméstica, situacion similar podria ocurrir entre especies animales domésticas, sumado a los

ataques efectuados por el perro hacia el ganado ovino.

Por lo tanto, debido a que perros domésticos, zorros culpeo y zorros chilla comparten habitat
con otros individuos, es posible la transmision de enfermedades infecciosas entre ellos.
Situacion que se ve favorecida dada la interaccion del zorro fueguino con el perro doméstico
0 asilvestrado por la depredacion de éste en algunas areas, y con el zorro chilla por la
competencia con él desde que fue introducido; siendo ambas causales de la disminucion de

su poblacion (CONAMA, 2009). Por esto, se manifiesta la necesidad de estudiar si
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efectivamente existe una transmisién efectiva de estos patdgenos entre estos animales en el
archipiélago fueguino, en este caso de Leptospira spp. Para esto, el método ideal seria el
aislamiento para asi, caracterizar molecularmente las cepas, con el fin de trazar su origen e

indagar que rol desempefian sus hospedadores en la interaccion con otras especies animales.

En la actualidad no existen estimaciones sobre la poblacion total del zorro fueguino, sin
embargo, se lo considera escaso y presente casi exclusivamente en ambientes boscosos
densos del sur de Tierra del Fuego. Dejando a ésta subespecie en categoria de conservacion
“Vulnerable” en el Reglamento para la Clasificacion de Especies Silvestres, clasificada como
“En Peligro” por el Simposio de Vertebrados Terrestres (Libro Rojo de CONAF) y por el
Reglamento de la Ley de Caza, y estar en el Apéndice Il de CITES (CONAMA, 2009). Asi,
surge la necesidad de continuar con futuros estudios que evallen amenazas silenciosas como
lo son las enfermedades infecciosas (brucelosis canina, leptospirosis, entre otras), teniendo
como objetivo final la preservacion de especies endémicas como el P. c. lycoides, las que

podrian estar bajo una amenaza mayor a la proyectada actualmente.
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CONCLUSION

El analisis de las muestras provenientes de zorros culpeo (Pseudalopex culpaeus), zorros
chilla (Pseudalopex griseus) y perros domésticos (Canis lupus familiaris) de la Isla Grande
de Tierra del Fuego, Regién de Magallanes y Antértica Chilena, arrojé ausencia de
anticuerpos contra Brucella canis, al utilizar CIEF, y bajas tasas de infeccion para Leptospira

spp, al utilizar MAT, siendo consideradas un hallazgo.

Por lo tanto, la presente Memoria de Titulo entrega por primera vez antecedentes sobre la
ausencia de anticuerpos contra B. canis y la presencia de anticuerpos contra Leptospira spp.
en una poblacion de canidos silvestres y domésticos en la Isla Grande de Tierra del Fuego,
Regidn de Magallanes y Antartica Chilena. Entregando recomendaciones y sugerencias para
futuras investigaciones, teniendo como fin la preservacién de especies endémicas.
Encontrandose estas Ultimas en un estado aun mas vulnerable al creido, producto
principalmente de la intervencion humana, la cual ha generado que algunas enfermedades

infecciosas, como leptospirosis, comiencen a afectarlas.
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ANEXOS

Anexo 1

Mapa A: Distribucion de muestras obtenidas a partir de zorros culpeos fueguinos
| (Pseudalopex culpaeus ch0|des) en la Isla Grande de Tierra del Fuego

A-L: Puntos geograficos obtenidos de coordenadas UTM (Unlversal Transversal
Mercator) del lugar de origen de las muestras de zorros culpeos fueguinos. Fuente:
Google Maps

Mapa B: Distribucion de muestras obtenidas a partir de zorros chillas (Pseudalopex
grlseus) en Ia Isla Grandede Tierra del Fuego

' _Términpa do.ueo
A-F: Puntos geogréaficos obtenidos de coordenadas UTM (Universal Transversal
Mercator) del lugar de origen de las muestras de zorros chillas. Fuente: Google Maps
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Mapa C: Distribucidn de muestras obtenidas desde perros domésticos (Canis lupus
familiaris) en la Isla Grande de Tierra del Fuego
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A-L: Puntos geograficos obtenidos de coordenadas UTM (Universal Transversal
Mercator) del lugar de origen de las muestras de perros domésticos. Fuente: Google
Maps

Anexo 2

Figura A: Portaobjeto con perforaciones para antigeno y sueros y antisueros

Ag: Antigeno, S: Suero, As: Antisuero, RP: Reaccion Positiva
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Anexo 3

Tabla A: Clasificacion de serovares utilizados en el Instituto de Salud Publica

N° Especie Serovar

01 L. biflexa Andamana CH11

02 L. interrogans Australis Ballico

03 L. interrogans Autumnalis Akiyami A
04 L. borgepetersenii Ballum Mus 125

05 L. interrogans Bataviae Van Tienen
06 L. interrogans Canicola Hond Utrecht IV
07 L. weilii Celledoni Celledoni

08 L. kischneri Cynopteri 3522 C

09 L. interrogans Djasiman Djasiman

10 L. interrogans Grippotyphosa Moskva V

11 L. santarosai Borincana HS 622

12 L. interrogans Icterohaemorrhagiae RGA

(K] L. borgepetersenii Javanica Veldrat Batavia 46
14 L. santarosai Georgia LT117

15 L. interrogans Pomona Pomona

16 L. interrogans Pyrogenes Salinem

17 L. interrogans Canicola Ruebush

18 L. interrogans Copenhageni M20

19 L. interrogans Hardjo Hardjoprajitno

Fuente: Instituto de Salud Publica
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Anexo 4

Tabla B: Interpretacion de aglutinacion por medio de cruces
Aglutinacién Observacion Interpretacion

- Sin aglutinacion Negativo
+/- < 25% de aglutinacion Negativo

+ 25% de aglutinacion Negativo
++ 50% de aglutinacién MAT cuantitativa
+++ >75% de aglutinacion MAT cuantitativa

Fuente: Instituto de Salud Publica
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Anexo 5

% Universidad de Chile
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Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

CERTIFICADO N° 57

Santiago 9 de septiembre del 2015

El Comité de Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, ha revisado el proyecto de memoria titulado: "Deteccién de
anticuerpos contra Brucella canis y Leptospira spp., en canidos silvestres y domésticos
de la isla grande de tierra del fuego, Regién de Magallanes y Antartica Chilena”, del
alumno Sr., Sebastian Moya D., y que corresponde a su proyecto para optar al grado
de Médico Veterinario. Profesor Guia Dr. Cristdbal Bricefio.

En el proyecto se estipulan entre otras, las siguientes medidas de Bioseguridad:

1.- El Personal recibira una induccidn en normas de bioseguiridad y entrenamiento en
el trabajo de laboratorio. Se utilizard vestimenta y equipos adecuados para realizar el
trabajo en el laboratorio.

2.- En este caso para ambos patégenos se trabajard con técnicas inmunoldgicas que
requieren como medidas de bioseguridad buenas précticas de laboratorio.

3.- Especificamente para el trabajo con el género Lepfospira spp., obtencién de las
cepas para realizar la técnica de MAT, esto se realizara en el Instituto de Salud publica
de Chile por personal capacitado y siguiendo las normas de bioseguridad de dicha
institucion, que corresponden a las de laboratorio nivel clase 2.

El proyecto de memoria de titulo fue revisado por el comité en base a las
especificaciones contenidas en el “Manual de Normas de Bioseguridad” editado por
CONICYT versién 2008 y que previenen los riesgos para las personas, los animales y
el medioambiente.
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