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RESUMEN. El objetivo fue estimar la frecuencia de perros con anticuerpos contra serovares de Leptospira y
explorar su asociacién con rasgos demograficos y de forma de vida en una localidad del sureste de México. Se
estudiaron 109 perros de Maxcand, Yucatén, evaluados por microaglutinacion (MAT) contra siete serovares. Se
considerd un suero reactivo con 1:100; que registrd la mayor dilucion reactiva y serovares. La MAT mostré 27
(11.93%) sueros con reaccién a un serovar y 96 sueros (88.07%) con reacciéon a mas de uno con titulaciones desde
1:100 hasta 1:1 600. Las asociaciones entre estos resultados y los datos de los perros se exploraron con Ji cuadrada,
encontrando que las hembras tienen mas probabilidad de contacto con serovares especificos. Este hallazgo tiene
importancia para la salud ptblica y animal porque los perros representan un riesgo de contagio para hospederos
susceptibles, particularmente las hembras que mostraron asociacién con serovares especificos.

Palabras clave: Canidos, leptospirosis, microaglutinacion, salud animal, Yucatan.

ABSTRACT. The objective was to estimate the frequency of dogs with antibodies against Leptospira serovars and
explore their epidemiological association with demographic and lifestyle characteristics in a locality in
southeastern Mexico. One hundred and nine dogs from Maxcant, Yucatan, were studied and tested by
microagglutination (MAT) against seven serovars. A serum reactive with 1:100 was considered; the highest
reactive dilution and serovars were recorded. MAT showed that 27 (11.93%) sera reacted to one serovar, and 96
sera (88.07%) reacted to more than one, with titers ranging from 1:100 to 1:1 600. Associations between these results
and dog data were explored using chi-square tests, revealing that female dogs are more likely to come into contact
with specific serovars. This finding is important for both public and animal health because dogs may pose a risk
of infection to susceptible hosts, particularly females, who show an association with specific serovars.

Key words: Canids, leptospirosis, microagglutination, animal health, Yucatan.
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INTRODUCCION

Leptospira Noguchi 1917 es un género de espiroquetas gramnegativas que por sus caracteristicas
moleculares y virulencia se divide en dos clados: patogénico y no patogénico (saprofito) (Amran et
al. 2023). Adicionalmente, tiene una clasificacion basada en criterios seroldgicos mayores de 300
serovares agrupadas en mas de 30 serogrupos antigénicamente similares (Amran et al. 2023). Las
especies y serovares patogenas de Leptospira ocasionan la leptospirosis, zoonosis considerada un
problema de salud publica y animal en regiones con bajo nivel socioeconémico y deficientes
medidas de higiene de Latinoamérica (Browne et al. 2023) y México, donde se presenta en areas
tropicales y subtropicales, incluyendo la peninsula de Yucatan (Sdnchez-Montes et al. 2015, Torres-
Castro et al. 2016, Yescas-Benitez et al. 2020).

Los reservorios naturales y portadores renales excretan y diseminan Leptospira patogenas con su
orina, contaminando fuentes superficiales de agua y suelo hiimedo, donde permanecen viables y
entran en contacto con hospederos susceptibles, generando y manteniendo los ciclos de
transmision (Torres-Castro et al. 2016). Los roedores sinantrdpicos son los reservorios mas
importantes (Li et al. 2022); no obstante, otros hospederos, entre ellos los perros, son una fuente de
transmision de Leptospira para los seres humanos (Brown y Prescott 2008, Romero y Sanchez 2009,
Lopez et al. 2019), por lo que participan en el ciclo zoonético de transmision (Rojas et al. 2010, Di
Azevedo et al. 2023). De igual forma, los perros son centinelas de Leptospira para identificar
serogrupos y serovares en entornos antropizados (Lopez et al. 2019).

Por otra parte, los perros son reservorios de Leptospira interrogans serogrupo Canicola, por lo que
la mayoria de las infecciones son asintomaticas o subclinicas (Ricardo et al. 2020). Otros serogrupos
con altas tasas de contacto en estos animales son L. interrogans Australis, Icterohaemorrhagiae y
Pomona, Leptospira kirschneri serogrupo Grippotyphosa, y Leptospira borgpetersenii serogrupo Sejroe
(Ricardo et al. 2020, Di Azevedo et al. 2023). Esta diversidad de serogrupos y serovares dificulta
implementar programas de vacunacion para controlar y disminuir el riesgo zoondtico (Altheimer
et al. 2020, Scahill et al. 2022, Cruz-Romero et al. 2024).

En Meéxico, se ha identificado la exposicion a distintos serogrupos y serovares de Leptospira,
principalmente en perros de la peninsula de Yucatdn (Andrade-Silveira ef al. 2024), donde los
hallazgos sobre las caracteristicas demograficas y de forma de vida que representan factores
asociados con el contacto con estas bacterias, son limitados (Hernandez-Ramirez et al. 2020). Por lo
tanto, el objetivo fue estimar la frecuencia de perros con anticuerpos contra serovares de Leptospira
y explorar su asociacién epidemioldgica con rasgos demograficos y de forma de vida en una
localidad del sureste de México.

MATERIALES Y METODOS

Consideraciones éticas

El presente estudio fue aprobado por el Comité de Bioética del Centro de Investigaciones
Regionales “Dr. Hideyo Noguchi” de la Universidad Autéonoma de Yucatan (UADY), acta: CEI-
007-2018. El manejo y toma de muestras bioldgicas en los perros estudiados se realiz6 en presencia
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de los tutores por médicos veterinarios zootecnistas. Se empled equipo de seguridad y
bioseguridad para proteger la salud de los animales estudiados y el personal encargado del trabajo.

Sitio y disefno de estudio

El trabajo se realizé en la localidad de Maxcanu (20° 3504”7 N-90° 00" 02 O) ubicado en el
municipio del mismo nombre en el estado de Yucatan, sureste de México. El municipio tiene una
superficie de 1 320.82 km? (Gobierno del Estado de Yucatan 2023) y una poblacion de 23 991
habitantes (Gobierno de México 2024). La temperatura promedio anual en la region es de 27.4 °C,
la precipitacion pluvial anual es de 1 080 mm y la altitud es de 10 m sobre el nivel del mar. La
localidad se encuentra rodeada por selva baja tropical (vegetacion original) que ha sido
parcialmente substituida por pastos para ganaderia extensiva y agricultura de temporal (Gobierno
del Estado de Yucatan 2023).

La localidad de estudio se escogié por la alta presencia de perros domiciliados (observacion de
campo, no se cuenta con censo), por el acceso al sistema de salud publica (incluidos registros de
enfermedades febriles inespecificas) y por criterios asociados con el riesgo de enfermedades
infecciosas en habitantes del sureste de México, entre ellos contacto con mascotas, animales
domésticos y de produccion, y artrépodos vectores; actividades econdmicas relacionadas con la
explotacion del campo o agropecuarias, etc. (Torres-Castro et al. 2020).

El estudio fue transversal no probabilistico y se realizo de febrero a abril de 2019. Para el tamatio
de muestra se utiliz6 el método por conveniencia debido a que se visitaron viviendas (seleccion no
aleatoria) y se invitd a los tutores de los perros a participar voluntariamente en el estudio (muestreo
por disponibilidad). Aquellos que aceptaron, firmaron el consentimiento informado para la toma
de muestras sanguineas en los perros.

Recoleccion de muestras sanguineas y de datos demograficos y estilo de vida de los perros

Las visitas al sitio de estudio se realizaron durante una semana por cada mes (febrero a abril) de
muestreo. Se realizo una sola visita a las viviendas cuyos duefios aceptaron participar en el presente
estudio. Se incluyeron perros presentes y disponibles durante estas visitas y se excluyeron perros
con antecedentes de vacunacidon contra Leptospira, segun la informacion proporcionada por los
tutores, y cachorros menores de dos meses de edad. En cada perro estudiado, se colectaron hasta 5
mL de sangre completa por puncion de la vena caudal, cefdlica o yugular. Antes de la toma, el sitio
de puncion se desinfectd con perdxido de hidrégeno y yodo para evitar contaminacion exogena.
En condiciones de campo las muestras se conservaron en neveras portatiles con refrigerantes para
evitar hemolisis. En estas mismas condiciones se trasladaron a las instalaciones del laboratorio para
su conservacion a 4 °C y procesamiento.

Durante la toma de muestras sanguineas se recolectaron datos demograficos: sexo (macho o
hembra), edad (cachorro o juvenil, adulto o geriatrico, segun Torres-Castro et al. 2022) y talla
(pequena, mediana o grande, segtin Torres-Castro et al. 2022). Ademas, al tutor se le preguntd sobre
caracteristicas del estilo de vida: acceso del perro a dreas selvaticas (con o sin contacto), el lugar
donde pasa la noche (pernocta adentro o afuera de la casa) y el nimero de perros en el predio (uno
o mas de uno). Todos los datos se capturaron en una base digital de datos en el programa Excel
(Microsoft®, Estados Unidos de América).
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Prueba de microaglutinacion (MAT)

El suero sanguineo se obtuvo por centrifugacién (1 000 g durante cinco minutos) y se colect6 en
tubos para microcentrifuga de 1.5 mL (Eppendorf®, EUA) que se conservaron en congelacion (-20
°C) hasta su uso en la prueba de MAT que es la prueba oro para el diagnostico de Leptospira (OIE
2018).

La MAT se realizé en las instalaciones del Laboratorio de Enfermedades Infecciosas de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Veracruzana. Se utilizé la metodologia
descrita por Ochoa-Valencia et al. (2022) conforme a lo establecido por la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE por sus siglas en francés) para el diagndstico de Leptospira en animales
terrestres (OIE 2018) y las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO 2003).
Una vez listo el panel de referencia que incluyo siete serovares (Tabla 1), se contaron las leptospiras
en una camara Petroff-Hausser y la concentracion se ajustd a 1 x 108 leptospiras/mL. El suero se
diluy6 1:25 en buffer fosfato salino (PBS por sus siglas en inglés) estéril como dilucion inicial para
la deteccidn en una placa para ELISA de 96 pozos, después se incubd a 30 °C a bafio maria con el
antigeno vivo (50 pL de suero diluido y 50 pL ~108 de cultivo) para una dilucion final del suero de
deteccion de 1:50. Después de dos horas, se observo la reaccion y se consider6 positiva una
aglutinacion del 50% o mas. Los sueros positivos se titularon utilizando diluciones seriadas de 1:50
a 1:1 600, repitiendo el procedimiento descrito. Los antigenos vivos se mantuvieron segun lo
descrito por la OMS (WHO 2003).

Tabla 1. Serogrupos y serovares utilizados en el diagndstico de anticuerpos anti-
Leptospira mediante la prueba de microaglutinacién (MAT).

Especie Serogrupo Serovares Cepa de referencia
Leptospira borgpetersenii ~ Ballum Ballum Mus 127

Leptospira interrogans Pomona Pomona Pomona

Leptospira interrogans Canicola Canicola Hond Utrecht IV
Leptospira interrogans - Hardjo FMVZ-UV01
Leptospira kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa CAL4

Leptospira santarosai Tarassovi Tarassovi Moca 45

Leptospira interrogans Icterohaemorrhagiae  Icterohaemorrhagiae UV

Analisis estadistico

Los datos fueron agrupados de acuerdo con la frecuencia de contacto con Leptospira arrojada por la
MAT. La exploracion de asociacion epidemioldgica entre las caracteristicas demograficas y de estilo
de vida de los perros y la frecuencia de contacto (presencia de anticuerpos) se realizo mediante
pruebas de Ji cuadrada (x?). Se considerd un valor estadisticamente significativo de P < 0.05.
Adicionalmente, para las variables que resultaron significativas se obtuvieron los odds ratio (OR)
y los intervalos de confianza al 95% (IC 95%). Todos los analisis estadisticos se realizaron usando
programacion estadistica en R (R Core Team 2024) en el ambiente Rstudio (Posit Team 2024).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se incluyeron 109 perros de los cuales 60 (55.05%) fueron machos y 49 (44.95%) hembras; 38
(34.86%) en edad juvenil, 44 (40.37%) en edad adulta y 22 (24.77%) geriatricos. De estos 32 (29.36%)
fueron de talla pequena, 55 (50.46%) de talla mediana y 22 (20.18%) de talla grande (Tabla 2). La
mayor parte de los perros (78/109, 71.56%) no tuvieron acceso a las dreas selvaticas; 97 (88.99%)
pernoctaron afuera de la vivienda y 12 (11.01%) pernoctaron adentro de ella. De estos 90 (82.57%)
convivieron con otro perro o perros en la misma vivienda y 19 (17.4%) fueron tnicos en el predio
(Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de contacto con Leptospira por microaglutinacion y factor asociado en perros de Maxcanti, Yucatan,
México.

MAT t
Numero de perros  MAT >1: 100 contra serovar

. P o ) o
Variables (%) n =109 (%) n=96 especifico > 1: 100 (%) X 4 OR (IC 95 %)
n=27
Sexo
Macho 60 (55.05) 44 (45.83) 10 (37.04)
47  0.03* 266 (1.08-6.52)
Hembra 49 (44.95) 52 (54.17) 17 (62.96)
Edad
Juvenil 38 (34.86) 34 (35.41) 9(33.33)
Adulto 44 (40.37) 39 (40.63) 11 (40.74) 004 098
Geriatrico 27 (24.77) 23 (23.96) 7 (25.93)
Talla
Pequefia 32(29.36) 29 (30.21) 9(33.33)
Mediana 55 (50.46) 48 (50) 13 (48.15) 028 0.87
Grande 22(20.18) 19 (19.79) 5(18.52)
Contacto con selva
Sin contacto 78 (71.56) 68 (70.83) 21 (77.78)
0.68 041
Con contacto 31 (28.44) 28 (29.17) 6 (22.22)
Pernocta
Afuera de casa 97 (88.99) 85 (88.54) 25(92.59)
048 049
Adentro de casa 12 (11.01) 11 (11.46) 2 (7.41)
Numero de perros en el predio
Uno 19 (17.43) 18 (18.75) 6(22.22)
057 045
Mas de uno 90 (82.57) 78 (81.25) 21 (77.78)

MAT = microaglutinacién, x> = prueba de Ji cuadrada, p = probabilidad, IC 95 % = intervalo de confianza al 95 %,
*estadisticamente significativo.

Respecto a los serovares, se observo ocurrencia de anticuerpos contra todos las serovares
empleadas en la MAT. Especificamente, las frecuencias de cada serovar se observan en la Tabla 3.
El serovar con mayor proporcion de reacciones fue L. interrogans Canicola Canicola (44.03% de los
perros estudiados). Los perros que mostraron anticuerpos exclusivamente contra un serovar
siguieron la misma tendencia general, observandose mayor proporciéon para Canicola (7.34%),
seguida de Pomona (4.59%) y Grippotyphosa (3.67%).
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Tabla 3. Frecuencia de reacciones de los sueros de perros evaluados por microaglutinacién contra serovares de Leptospira
(N =109).

Serovares Perros con e,mticuerpos contra uno o Perros con anticuer,pf)s contra un
mas serovares (%) serovar especifico (%)
L. borgpetersenii Ballum Ballum 28 (25.69) 3(2.75)
L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa 36 (33.03) 4 (3.67)
L. interrogans Pomona Pomona 35(32.11) 5 (4.59)
L. interrogans Icterohaemorrhagiae 32 (29.36) 3 (2.75)
L. interrogans Canicola Canicola 48 (44.03) 8(7.34)
L. interrogans Hardjo 21 (19.27) 2 (1.83)
L. santarosai Tarassovi 28 (25.69) 2 (1.83)

El contacto de serogrupos de Leptospira con perros de Yucatan ha sido documentado por MAT
(Andrade-Silveira et al. 2014). Entre estos se encuentran Canicola, Australis (Ortega-Pacheco et al.
2017), Icterohaemorrhagiae (Ortega-Pacheco et al. 2008), Panama, Pyrogenes (Jiménez-Coello et al.
2008) y Grippotyphosa (Cardenas-Marrufo et al. 2011). Adicionalmente, Torres-Castro et al. (2021)
revelaron ADN de Leptospira. No obstante, a nivel regional son pocos los estudios sobre los factores
asociados con el riesgo de contacto de estos animales con Leptospira (Ortega-Pacheco et al. 2017).

En perros de otros estados de México, también se han detectado anticuerpos contra serogrupos y
serovares de Leptospira. Por ejemplo, en perros de Sinaloa, Hernandez-Ramirez et al. (2017, 2020)
hallaron anticuerpos, por medio de MAT, contra las serovares Canicola, Icterohaemorrhagiae,
Bratislava, Grippotyphosa, Shermani, Pyrogenes, Pomona y Hebdomadis, y contra los serogrupos
Ballum, Wolffi, Australis y Hardjo. Asimismo, Blum-Dominguez et al. (2013) en perros de
Campeche, identificaron aglutinaciones contra serovares de L. interrogans, entre ellos Canicola,
Icterohaemorrhagiae, Pomona, Bataviae, Grippotyphosa y Hardjo.

En el presente estudio se encontr6 una frecuencia de 88.07% de sueros reactivos contra alguna de
las serovares incluidas. Esta frecuencia es mds elevada en comparacion con las obtenidas en
trabajos previos en perros de Yucatdn realizados por Ortega-Pacheco et al. (2017) (45.2%, 42/93),
Cérdenas-Marrufo et al. (2011) (36%, 22/61), Jiménez-Coello et al. (2008) (35%, 140/400), Ortega-
Pacheco et al. (2008) (34%,122/350) y Vado-Solis et al. (2002) (19%, 36/192). Asimismo, estudios
realizados con perros de otras partes de México reportan frecuencias mas bajas. En Sinaloa,
Herndndez-Ramirez et al. (2017, 2020) encontraron un 9% (15/165) y 17% (18/106); mientras que, en
Campeche, Blum-Dominguez et al. (2013) obtuvieron un 21.3% (69/323).

Recientemente, Cruz-Romero et al. (2024) reportaron una frecuencia del 100% (19/19) de
anticuerpos contra distintas serovares (Ballum, Sejroe, Bratislava, Canicola, Icterohaemorrhagiae,
Pomona, Grippotyphosa y Tarassovi) de Leptospira en perros ferales de la reserva ecologica del
Pedregal de San Angel, México. Este estudio es, hasta el momento, el tinico en identificar una
seroprevalencia mas elevada que la de este trabajo.

A nivel internacional, se han identificado diferentes frecuencias de anticuerpos contra serogrupos
y serovares de Leptospira. En un metaanalisis realizado con registros historicos de 1989 a finales de
2019 sobre el contacto de perros con serogrupos de Leptospira, Ricardo et al. (2020) sefialan que la
frecuencia global de anticuerpos en estos animales es 18.5%. De manera similar, Pinto et al. (2017),
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en su revision sobre investigaciones en perros de Latinoamérica, las frecuencias de seroreaccion
fueron desde 4.9% hasta 72% con una media de 20.1%. En ambos casos, la frecuencia de anticuerpos
encontrada en los perros estudiados es mayor.

Sin considerar las aglutinaciones inespecificas, la mayor frecuencia fue contra el serogrupo y
serovar Canicola, lo cual es equivalente con lo reportado en perros de Sinaloa (Hernandez-Ramirez
et al. 2017) y de Lima, Perq, (Siuce et al. 2015). También, en perros de la region de Los Rios, Chile,
se identificaron anticuerpos contra este serovar (Lelu et al. 2015). El serovar Canicola ha sido
asociado con casos de leptospirosis humana. Por ejemplo, en Texas, EUA, los perros que habitaban
casas en las que se identificaron casos de leptospirosis severa en nifios, estaban infectados con este
serovar (Zamora et al. 1990). De igual manera, en Argentina, se describieron casos en pacientes
sintomaticos febriles ocasionados por esta serovar (Landolt et al. 2022). Los sueros evaluados
también presentaron aglutinaciones contra el serovar Pomona, lo cual, al igual que con el serovar
Canicola, implica un riesgo para la salud publica y animal. En un estudio realizado en Espafia,
sueros recolectados de duenos de perros mostraron reaccion contra este serovar, incluso en una
frecuencia mayor que Canicola (Lopez et al. 2019).

Las elevadas tasas de contacto con diferentes serovares de Leptospira como las encontradas en
perros de Maxcanu estan asociadas con la exposicion directa con reservorios naturales (roedores)
(White et al. 2017). La mayor parte de las aglutinaciones en los perros estudiados correspondieron
a serovares de L. interrogans, identificada en roedores de Yucatan (Torres-Castro et al. 2014, 2018).
Otro factor que influye en la presentacion de altas tasas de seroconversion es la casi nula cobertura
de vacunacion contra Leptospira en perros de comunidades rurales de Yucatan (Torres-Castro et al.
2021). No obstante, la cobertura en perros de la ciudad de Mérida (capital de Yucatén) es de 52.4%
(Ortega-Pacheco et al. 2020).

Se observo que las hembras de la poblacion estudiada tuvieron mayor probabilidad de contacto
con serovares de Leptospira que los machos. La informacion relacionada con este hallazgo es
limitada. Este resultado difiere con lo reportado en estudios realizados alrededor del mundo donde
los machos tuvieron mayor riesgo de contacto (Lee et al. 2014; Major et al. 2014; Azdcar-Aedo y
Monti 2016), pero es equivalente a lo descrito por Altheimer et al. (2020) en perros de Tailandia.
Este hallazgo refleja la importancia del sexo para el contacto con Leptospira en algunas poblaciones
de perros. Por lo tanto, se necesitan analizar otras caracteristicas de conducta y fisioldgicas de las
hembras como son el ciclo estral (que genera contacto directo con varios machos, sobre todo,
cuando hay acceso al exterior de las viviendas), cuidado de la camada y el olfateo urogenital que
ha sido planteado como mecanismo de transmision de Leptospira en perros (White et al. 2017).

Deben mencionarse las limitaciones metodoldgicas. Por ejemplo, el tamafio de muestra estudiado
no es representativo ni se obtuvo por estadisticos, por lo que los resultados no incluyen a la
poblacidn total de perros en el sitio de estudio. Igualmente, la MAT presenta reacciones cruzadas
entre serovares y serogrupos endémicos de Leptospira, aunque es considerada la prueba oro para el
diagnostico de L. interrogans en perros de México y otras partes del mundo (Andrade-Silveira et al.
2024).

El presente estudio corrobora la alta exposicion de perros del sureste de México a Leptospira,
principalmente serovar Canicola. Se observé que las hembras de la poblacion estudiada tienen
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asociacion con distintas serovares de Leptospira. Son necesarios estudios enfocados en caracterizar
su participacion en los ciclos de transmision de las diferentes serovares. Asimismo, debe realizarse
vigilancia epidemioldgica para identificar casos de leptospirosis humana ocasionadas por L.
interrogan serovar Canicola, y para evitar brotes y epidemias en habitantes del sitio de estudio. Por
ultimo, se recomienda el uso de herramientas moleculares, como PCR, para identificar las especies
de Leptospira en los perros expuestos.
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