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RESUMEN

Objetivo Determinar la frecuencia de anticuerpos dirigidos contra especies de Lep-
tospira patdgenas en reservorios naturales, con el propdsito de establecer evidencia
de su papel potencial en la dispersion ambiental de Leptospira y por consiguiente
su actuaciéon como agente diseminador de la infeccién tanto al humano como a
otras especies susceptibles.

Materiales y métodos El muestreo se llevé a cabo en la Plaza Minorista durante el
periodo comprendido entre agosto de 2006 y abril de 2007, en el cual se capturaron
254 roedores Rattus norvegicus. Se obtuvo sangre de estos por puncién cardiaca y
el suero resultante se procesd con la prueba de Microaglutinacion.

Resultados El andlisis seroldgico para verificar las serovariedades circulantes de
Leptospira spp, dio como resultado que 64 roedores (25,2 %, 95 % Cl=19,5-30,1)
tuvieron titulos positivos para al menos una de las 11 serovariedades probadas.
Conclusiones Los datos muestran que no solo la serovariedad Icterohaemorrhagiae
esta asociada con esta especie reservoria; también lo estan otras serovariedades
como Grippothyphosa y Canicola. El estudio permiti6 determinar la frecuencia de
anticuerpos contra especies patdgenas de Leptospira para reservorios procedentes
de una zona urbana colombiana. Estos datos son relevantes para las entidades de
salud publica por constituir la base para la implementacién de campafias de con-
trol adecuadas para esta zona del pais y como modelo de otros estudios similares
en otras ciudades colombianas.

Palabras Clave: Anticuerpos, epidemiologia, Leptospira, prueba de aglutinacion,
serovar (fuente: DeCS, BIREME).

ABSTRACT

Objective Assessing the frequency of antibodies directed against pathogenic Lep-
tospira species found in natural reservoirs for establishing evidence of their poten-
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tial role in the environmental dispersion of Leptospira and consequent dissemina-
tion of the infection to humans as well as to other susceptible species.

Material and methods A survey was carried out in the Plaza Minorista from August
2006 to April 2007 in which 254 rats (Rattusnorvegicus) were captured. Blood was
obtained from these rodents by cardiac puncture and the resulting serum was used
for microagglutination tests.

Results Serological analysis for verifying Leptospira spp circulating serovars re-
sulted in 64 rodents (25.2 %;19.5-30.1 95 %CIl) having positive antibody titres for at
least 11 of the serovars tested.

Conclusions Frequency data regarding the antibodies so detected showed that the
Icterohaemorrhagiae serovar was not the only one possibly associated with this
reservoir species, but also with others such as the Grippothyphosa and
Canicolaserovars. The study determined the frequency of antibodies against patho-
genic Leptospira species for reservoirs from an urban area in Colombia. This data is
relevant for public health authorities and might constitute the basis for implementing
appropriate control campaigns for this area of the country and, likewise, this work
could serve as a model for similar studies in other Colombian cities.

Key Words: Antibodies, epidemiology, Leptospira, agglutination test, serovar (source:
MeSH, NLM).

a leptospirosis es una zoonosis re-emergente de distribucion mundial

que estd presente tanto en &reas rurales como urbanas (1). La

enfermedad es ocasionada por una espiroqueta del género Leptospira
del que se han descrito 13 especies patdgenas y que afecta a numerosos
animales, tanto domeésticos como silvestres (2). La bacteria coloniza de manera
persistente los tGbulos renales de hospederos susceptibles. Las fuentes de
contaminacion con la espiroqueta pueden ser el contacto directo con tejidos
u orina de animales infectados o el contacto indirecto con alimentos, aguas y
suelos contaminados con orina de animales portadores de la bacteria; esto es
debido, a la capacidad que tienen las especies patégenas de Leptospira de
sobrevivir por periodos variables en ambientes acuaticos o himedos (3).

Algunas especies de animales actian como hospederos adaptados para
Leptospira patogena, que desarrollan formas agudas y cronicas de la
enfermedad y excretan a su vez el microorganismo a través de sus mucosas
y en su orina (leptospiruria) en forma permanente o intermitente lo que
constituye una fuente potencial de infeccion inter e intra especifica. Dentro
de este grupo se incluyen los porcinos, equinos, bovinos, caprinos y caninos.
En otras especies animales, la fase de leptospiruria es permanente, sin
presentarse en ellos sintomatologia clinica evidente. Por esta razon estos
animales son considerados reservorios o huéspedes de mantenimiento de la
bacteria. Se encuentran en este grupo los roedores, tanto sinantrépicos como
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silvestres, y los marsupiales (4,5). Todas estas especies animales, cuando
estan infectadas, son una fuente potencial de transmision de la enfermedad
para el humano que es susceptible a todas las especies patdgenas de Lep-
tospira (3).

En zonas urbanas las condiciones inadecuadas de saneamiento han
establecido ambientes propicios para que se presente la transmision de la
enfermedad asociada a los roedores (6). Estudios previos realizados en el
continente americano han sefialado la importancia de estos reservorios,
predominantemente Rattus norvegicus, en la transmision de la leptospirosis
urbana con registros de seroprevalencia de 77,4 % para la ciudad de Detroit
(7), 27 % para Barbados (8), 36,1 % para Rio de Janeiro (9) y 45,8 % para
la ciudad de Buenos Aires (10).

Para Colombia aun no se registran datos que permitan establecer la
situacion epidemioldgica real en zonas urbanas, pero es necesario conocer la
frecuencia de anticuerpos contra Leptospira spp en este reservorio, para
establecer evidencias objetivas de su papel como fuente potencial de infeccién
en una zona en particular. Esto cobra importancia especial si se tiene en
cuenta que el papel de los roedores en la epidemiologia de la leptospirosis
puede variar entre distintas areas geograficas.

Teniendo en cuenta lo anterior, se llevo a cabo un estudio en roedores
naturalmente expuestos en una zona urbana de la ciudad de Medellin, con el
proposito de establecer su papel potencial en la dispersién ambiental de Lep-
tospira y por consiguiente su actuacion como agente diseminador de la
infeccion tanto al humano como a otras especies susceptibles (11). En este
reporte presentamos la evidencia seroldgica de la circulacion de Leptospira
spp en estos roedores. Esta informacion es relevante debido a que no se
dispone de reportes previos, para zonas urbanas del pais, donde se haya
establecido la frecuencia de anticuerpos dirigidos contra especies de Lep-
tospira patogenas en reservorios adaptados. Estos datos son de utilidad para
las entidades de salud publica del municipio por ser la base para la
implementacion de campafas de control de roedores para esta zona del pais.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio
El muestreo se llevd a cabo en la Plaza Minorista de la zona urbana de la
ciudad de Medellin, Colombia durante los meses de agosto de 2006 a abril de
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2007. Se realizaron muestreos nocturnos con un sistema de captura viva con
trampas tipo Sherman y Tomahawk cebadas con una mezcla de hojuelas de
avena, mantequilla de mani y esencia de vainilla. Los roedores atrapados
durante la noche eran clasificados por especie, se sedaban con una mezcla
de Ketamina-Xilazina y se obtenia su sangre por puncion cardiaca para el
andlisis serolégico. Posteriormente los roedores se sacrificaban con una
sobredosis de Eutanax. Todos los procedimientos realizados contaron con el
aval del Comité de Etica de experimentacion animal de la Universidad de
Antioquia.

Andlisis seroldgico

Las muestras se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos y el suero
resultante se almacend a -20 °C hasta su procesamiento con la prueba de
Microaglutinacion (MAT) que es la prueba de referencia para leptospirosis y
siguiendo las especificaciones descritas por la Organizacion Mundial de la
Salud (5). Inicialmente a las muestras de suero se les hicieron diluciones
dobles a partir de la dilucién 1:12,5 hasta 1:200 y se pusieron en contacto con
el antigeno de Leptospira spp. En la prueba se utilizaron antigenos vivos
cultivados en medio liquido Ellinghausen-McCullough- Johnson-Harris
(EMJH-Difco). Se utilizé un panel de 11 serovariedades patogenas de Lep-
tospira spp, seis de ellas (Icterohaemorrhagiae, Grippothyphosa-Valbuzzi,
Pomona, Hardjo, Canicola y Bratislava) son consideradas como las mas
comunes en Colombia (12), adicionalmente se incluyeron las serovariedades
Australis, Castellonis, Pyrogenes, Tarassovi y Shermani con el propdsito de
ampliar el espectro de inmuno-reaccion. Todas las cepas fueron donadas
por el Laboratorio de Leptospirosis y Borreliosis de la Universidad Nova de
Lisboa-Portugal.

La prueba se ley6 en el microscopio de campo oscuro con objetivo de
10x. El titulo de anticuerpos se fijo en la dilucion inmediatamente anterior a
aquella en la cual se vio negativa la reaccion de aglutinacion. La prueba se
interpreté como positiva cuando se observo aglutinacion de méas del 50 % de
leptospiras, de cualquiera de las serovariedades probadas, en una dilucién
del suero mayor o igual a 1:50. Se considerd coaglutinacion cuando la misma
muestra presentaba aglutinaciones de méas del 50 % de leptospiras con dos o
mas serovariedades.

Analisis estadistico
Se elabor6 una base de datos en el programa Microsoft®Excel 2003. Se
tabularon los datos de cada roedor consignando fecha de muestreo, sexo,
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edad aproximada y estado de salud aparente en el momento de la captura.
Se realizd la distribucion de la frecuencia de positividad para las 11
serovariedades de Leptospira spp obtenida por la prueba de
microaglutinacion.

RESULTADOS

Se capturaron 254 roedores, todos pertenecientes a la especie Rattus
norvegicus, vulgarmente conocida como rata noruega o rata de las
alcantarillas. El 70,5 % eran adultos y 61,4 % eran machos. EI 92,1 %
presentaban un buen estado de salud al momento de la captura establecido
por agresividad, presencia de pelaje liso y ausencia de lesiones externas.

El andlisis seroldgico por MAT, para verificar las serovariedades
circulantes de Leptospira spp, dio como resultado que 64 roedores (25,2 %,
95 % CI=19,5-30,1) tuvieron titulos positivos para al menos una de las
serovariedades probadas. No hubo asociacién estadisticamente significativa
(p<0,05), entre el estatus de seropositivo y las variables de sexo, edad y
condicion de salud.

Fueron més frecuentes las respuestas de anticuerpos contra las
serovariedades Grippotyphosa-Valbuzzi (21,0 %), Icterohaemorrhagiae (20,4
%) y Canicola (15,9 %). Se present6 una respuesta de anticuerpos intermedia
para las serovariedades Ballum-Castellonis (11,5 %) y Pomona (8,9 %). Fue
evidenciada una respuesta de anticuerpos baja para las serovariedades Shermani
(6,4 %), Hardjo (5,7 %), Bratislava (5,1 %), Tarassovi (4,5 %) y Pyrogenes
(0,6 %), ninguna de las muestras aglutind con la serovariedad Australis. De las
64 muestras positivas, 14 aglutinaron con una Unica serovariedad.

Con respecto a las coaglutinaciones, 30 muestras presentaron positividad
con dos serovariedades. En la Figura 1 se presenta la distribucion de las
asociaciones encontradas siendo Icterohaemorrhagiae y Grippotyphosa-
Valbuzzi la coaglutinacion més frecuente. Nueve muestras fueron positivas
para tres serovariedades; en este caso la coaglutinacion més frecuente fue
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa-Valbuzziy Canicola. En diez muestras
se presento aglutinacion con cuatro o més serovariedades.

La distribucion de la seropositividad por mes de muestreo establecié que
el méximo porcentaje se presentd en el mes de marzo de 2007 con 40 % (10/
25), seguido por el mes de septiembre del 2006 con 32,9 % (26/79).
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Los minimos porcentajes de positividad se registraron en los meses de
noviembre de 2006 con 7,7 % (1/13) y abril de 2007 donde de los 21 roedores
capturados ninguno fue positivo por MAT. En todos los meses que se registrd
seropositividad se presentaron titulos positivos para la serovariedad
Icterohaemorrhagiae.

Figura 1. Distribucion de la frecuencia de coaglutinaciones presentadas
para dos serovariedades patdgenas de Leptospira spp. 2006-2007
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DISCUSION

En Colombia se conoce muy poco sobre la epidemiologia de la leptospirosis
en ambientes urbanos, particularmente el papel que cumple el roedor de esos
ambientes en el ciclo de transmision de la espiroqueta. Para explorar esta
situacion, realizamos un estudio seroldgico en roedores capturados en zona
urbana de la ciudad de Medellin durante los afios 2006 y 2007. Este estudio
mostro seropositividad del 25,2 % para algunas serovariedades patogenas de
Leptospira spp, lo cual proporciona evidencia de exposicion previa a este
agente zoon6tico por parte de la poblacion urbana de roedores.

Es ampliamente conocida la asociacion que se presenta entre la
serovariedad Icterohaemorrhagiae y los roedores (4,5). Especificamente R.
norvegicus, la Unica especie capturada en este estudio, es referenciada como
una especie portadora de esa serovariedad, aunque se ha encontrado también
portadora de otras como Ballum (13). Los datos de frecuencia de anticuerpos
encontrados en la poblacion de roedores del area urbana de la ciudad de
Medellin, muestran que no solo la serovariedad Icterohaemorrhagiae esta
posiblemente asociada con esta especie reservoria, otras serovariedades como
Grippothyphosa y Canicola también pueden estarlo.
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Lo anterior corrobora la afirmacion de que un serovar puede encontrarse
en diferentes huéspedes y una especie animal puede ser huésped para
diferentes serovares (4). Se presenta entonces la posibilidad de que en la
zona de estudio R. norvegicus pueda estar diseminando permanentemente
la serovariedad Icterohaemorrhagiae, debido a que todos los meses en los
que se registro positividad se detectaron titulos para Icterohaemorrhagiae,
pero ademas en forma permanente o intermitente, puede estar diseminando
otras serovariedades para las que no esté adaptada. Esto implica que se
ampliaria el espectro de infeccion, que clasicamente se ha establecido para
los roedores como portadores de leptospiras patégenas para hospederos
susceptibles tales como el humano.

Adicionalmente la presencia de anticuerpos contra serovariedades de Lep-
tospira, que no se encuentran frecuentemente asociadas a R. norvegicus,
puede también ser un indicador epidemioldgico de que esta especie es un
centinela de la circulacion de diferentes serovariedades en el &rea de estudio.
Esto puede atribuirse a que los roedores al desplazarse libremente por todas
las &reas del mercado pueden establecer contacto con otras especies animales,
procedentes de diferentes regiones del departamento de Antioquia que son
llevadas alli para ser comercializadas en la zona de la plaza; tales como
porcinos, bovinos y equinos que podrian encontrarse infectadas con Lep-
tospira spp de origen rural. Lo anterior se corrobora al registrarse
frecuencias de anticuerpos contra las serovariedades Pomona, Hardjo y
Bratislava que estan asociadas con las especies pecuarias anteriormente
sefialadas. lgualmente, los roedores pueden entrar en contacto con aquellas
especies que habitan permanentemente en el sector del mercado, como es el
caso de los perros callejeros que deambulan libremente por las instalaciones
de este recinto y sus alrededores o con aquellos que son vendidos por algunos
comerciantes de la plaza. Los datos de seropositividad obtenidos contra la
serovariedad Canicola adaptada a perros permiten inferir este Gltimo aspecto.
Un estudio realizado con caninos callejeros procedentes de zona urbana de
la ciudad de Cali evidencia que esta especie cumple un papel importante en
la epidemiologia de la leptospirosis urbana, al registrarse por MAT una
seropositividad de 41,1 % (14).

En Colombia se registran dos reportes previos que establecen la presencia
de Leptospira en roedores rurales. En el primer estudio del que se encuentra
registro, realizado en porquerizas del Valle del Cauca, se capturaron 111 R.
norvegicus de los cuales se pudo aislar la serovariedad Icterohaemorrhagiae
de tejido renal y solo en un caso la serovariedad Pomona (15). En el segundo
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trabajo realizado también en porquerizas, pero esta vez de la zona central
cafetera de Colombia, se capturaron 75 roedores encontrandose evidencias
de infeccion por Leptospira en 82,7 % (62/75). La especie de roedor mas
abundante fue Rattus rattus, seguido de R. novergicus y Mus musculus
(16). Los reportes anteriores coinciden en sefialar a R. norvegicus como
una especie importante en areas rurales y que es portadora de Leptospira

SPpP.

Aungue no se pueden establecer relaciones causales a partir de un estudio
descriptivo como el que aqui se presenta, la presencia de anticuerpos en
roedores contra Leptospira spp de diferentes serovariedades patégenas,
unido al registro de que 21 % (95 % IC: 15,5 %; 25,4 %) fueron positivos por
cultivo (11), implican una exposicion a Leptospira de origenes diferentes y
un consiguiente riesgo potencial para la salud humana y pecuaria de la zona
urbana de Medellin.

Comparando los resultados de los estudios previos con los hallazgos del
presente estudio, realizado en area urbana, se infiere que esta especie de
roedor cumple un papel dominante sobre otras especies de roedores,
favorecido posiblemente por su gran tamafio que le proporciona mayor
jerarquia competitiva (17), lo que la hace diseminadora importante de Lep-
tospira spp en ambientes urbanos.

Analizando estos reportes de implicacion de roedores en la epidemiologia
de leptospirosis para Colombia, se establece también que tradicionalmente la
leptospirosis ha sido considerada en el pais como endémica de zonas rurales
y se ha asociado a ocupaciones humanas propias de estas zonas (18-20).
Pero la leptospirosis ha re-emergido como un problema de grandes centros
urbanos, donde las condiciones inadecuadas de saneamiento ambiental
favorecen la transmision de la enfermedad en humanos asociada a roedores
(6). Estudios previos realizados en Colombia, entre los que se cuentan el
brote epidémico en la region caribe Colombiana con un total de 47 casos
confirmados y mortalidad de 17 % (21), junto a otros reportes de positividad
del 11,5 % en Medellin, 23,3 % en Cali y 12,5 % en la region de Uraba
(12,22,23), han confirmado la presencia de leptospirosis humana en poblacion
general de zonas urbanas. En estos estudios y adicionalmente por el método
de MAT, se registra mayor seropositividad para los serovares
Icterohaemorrhagiae y Grippotyphosa todos asociados con la transmision de
roedores.
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Los resultados de este estudio enfatizan en la necesidad de establecer
control de roedores por presentarse riesgo potencial para la salud publica en
la zona urbana de la ciudad de Medellin. Las medidas de control de roedores
incluyen la proteccion de alimentos, eliminacion adecuada de desperdicios y
en general un reordenamiento del medio ambiente para eliminacion de
refugios, manejo de residuos y acondicionamiento de infraestructura (17).
Todo esto llevando a cabo un proceso participativo donde se involucre tanto
a la comunidad afectada como a las autoridades de salud publica municipal.

Con los aportes de esta investigacion, el personal involucrado en los
programas de control de roedores podré tener una vision mas completa de la
situacion de la leptospirosis urbana que le permitan evaluar los riesgos de
exposicion humana, para asi aplicar las medidas de control adecuadas.
Ademads, cabe resaltar que el personal clinico debe incluir a leptospirosis en
el diagndstico diferencial de otros sindromes febriles que también se presentan
en areas urbanas, como es el caso del dengue y la influenza, por tener
sintomatologia semejante pero manejo terapéutico diferente »
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