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RESUMEN

Frecuencia de Perros Reactores a Serovariedades de Leptospira
interrogans spp en pacientes del Hospital Veterinario de la Universidad
Auténoma de Aguascalientes.

Larios Magdaleno Nabor, Ortiz Martinez Raul, Martinez de Anda Armando, Valdivia

Flores Arturo G.

Las leptospiras son un grupo de bacterias que ocasiona perdidas economicas y
puede transmitirse del perro al humano provocando grandes dafios en rifion y en
higado, en Aguascalientes no existen estudios acerca esta bacteria ni en humanos
ni en perros, por lo que el objetivo del presente estudio es evaluar la presencia de
anticuerpos contra Leptospira en pacientes del Hospital Veterinario de la UAA. Se
obtuvo una muestra de sangre y un cuestionario. Posteriormente se realizo la
prueba de microaglutinacion a éstas sangres en el laboratorio de Leptospira de del
INIFAP en la ciudad de México, para detectar anticuerpos contra esta bacteria. Se
analizaron 131 sueros de perros del Hospital Veterinario UAA donde se obtuvo un
63.4% de seropositividad a leptospira canina, donde la mayoira de los motivos por
lo que los pacientes eran muestreados eran por problemas urinarios, las
serovariedades mas frecuentes fueron en primer lugar la icterohaemorrhagiae Palo
Alto, luego bratislava 'y despues canicola, se realizaron a 12 serovariedades. Los
perros machos fueron los mas frecuentes, los pacientes mayores de un afios
tambien tuvieron mayor presencia de anticuerpos y la estacion de invierno fue
donde se encontrd6 mayor cantidad de perros seropositivos. Con el objetivo de
contrastar los datos anteriores se muestrearon 15 perros del Centro de Control
Canino y Felino donde obtuvieron 66.6% de seropositividad; no se encontraron
diferencias significativas entre el grupo del Hospital Veterinario, lo que sugiere que
tuvieron la misma exposicion a la enfermedad. Finalmente se concluye que el
estudio generd informacion importante, principalemnte detectd un porcentaje alto

de perros seropositivos, por lo que habra tomar medidias para disminuirlo.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades son una de las causas de alteracion de la salud y del bienestar
de los caninos, de ellas las causadas por bacterias representan una cantidad
importante de casos clinicos y mas aun cobran especial importancia aquellas
consideradas como zoonéticas, es decir, las que son compartidas por los animales
y el hombre.

La leptospirosis es una enfermedad zoonoética de importancia veterinaria mundial
para muchas especies animales. Es causada por la infeccion de serovariedades
antigénicamente diferentes de la espiroqueta Leptospira interrogans sensu lato, de
las cuales al menos ocho son de gran importancia para los perros y gatos. Las
serovariedades se mantienen en la naturaleza en animales domésticos y silvestres
infectados subclinicamente, lo que los convierte en reservorios y fuentes de
infeccion potenciales para todas las especies, ademas de que la Leptospira no se
puede replicar fuera del huésped. Los reservorios preferidos y los huéspedes
incidentales, varian con cada serovariedad y con la localizacién geografica.

Las serovariedades mas comunmente relacionadas con la infeccién canina y sus
reservorios incluyen a L. canicola (perro), L. icterohaemorrhagiae (roedores), L.
gryppotyphosa (zariglieya, mapaches), L. pomona (bovinos, porcinos, zarigueya),
y L. bratislava (roedores, porcinos). La enfermedad en caninos, puede evolucionar
desde alteraciones subclinicas hasta el dafio en rifiones e higado provocando la
muerte, lo que dificulta su aproximacion diagndstica clinica.

En nuestro pais esta presente en entidades como la ciudad de México, DF, en Cd.
Guzman, Jal., asi como en Mérida, Yuc., en las cuales se encontraron diferentes
seroprevalencias y serovariedades (Rivera et a/.,, 1999; Jiménez-Coello et a/., 2008
y Sepulveda et al., 2002).

A nivel nacional se dispone de poca informacion al respecto de esta enfermedad en

los caninos, son pocos los estudios formales que abordan el problema y para el
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caso de Aguascalientes, no se dispone de informacidon que oriente para tomar
decisiones para su control, prevencion y tratamiento.

La intencidn de este estudio es aportar informacion sobre la leptospirosis canina a
través de la identificacion de las serovariedaes mediante un muestreo no
estadistico en dos instancias sanitarias, el Hospital Veterinario de la UAA vy el
Centro Muncipal de Control Canino y Felino, consideradas como monitores del

estado zoosanitario de los caninos en Aguascalientes.



2. MARCO DE REFERENCIA

2.1 DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD

2.1.1 Definicion

La leptospirosis es una enfermedad zoonética de distribucion mundial causada por
bacterias del género Leptospira spp., las cuales pueden producir desde una
infeccion subclinica hasta una infeccion multiorganica con alta mortalidad (Levett,
2001).

Las infecciones se presentan en areas tropicales y subtropicales principalmente en
aquellas con suelos en condiciones alcalinas y se presentan mas en verano y
comienzos del otofio aumentando la frecuencia en afos con lluvias torrenciales
(Nelson y Couto, 2005).

La transmision de la enfermedad puede ser de las siguientes formas:

Directa: En esta modalidad las leptospiras se eliminan por orina del animal
enfermo e infectan al organismo sano, entrando principalmente por mucosas
intactas o abrasiones cutaneas de donde se difunde a los drganos a través de la
sangre.

Indirecta: Esta forma se presenta cuando el agua o el suelo estan contaminados
con orina del animal infectado con la bacteria y entra al animal sano de la misma
forma que la directa. La forma indirecta es la fuente mas comun de la infeccién
siendo la ata, el animal que la transmite mas comunmente la enfermedad por
medio de la orina (Fontaine, 2006, Levet, 2001 y Faine, 2004).

En la forma indirecta, los perros también pueden estar expuestos a los alimentos y
utensilios contaminados con orina de ratas, ocurriendo la infeccion por mucosas
oral o nasal (Hernando, 1980). La contaminacion de las aguas es la via de

infeccién que no puede ser controlada por la vacunacion (Litticken et a/., 2007).



En cuanto a la vacunacion, los perros infectados que han sido vacunados pueden
eliminar leptospiras en su orina por periodos largos (Bharadwaj, 2004). También
contribuyen a la prevalencia de la enfermedad los cerdos, ovejas, cabras, bovinos,
caballos y primates no humanos (Faine et a/, 1999, Ciceroni et al, 2000; Cisneros
et al., 2002; Moles et al., 2002; Luna et al., 2005 y Feraud y Abelardo, 2005).

En los perros el padecimiento puede manifestarse como una enfermedad febril, o
como enfermedad hepatica y/o renal (Bolin, 1996).

El diagndstico de la enfermedad, se puede realizar a través de la deteccion de
antigenos, aislamiento de la bacteria, diagnostico seroldgico y molecular; también
las pruebas generales de laboratorio tales como hemograma, quimica sanguinea
para evaluar rifidn e higado que pueden ayudar a llegar a integrar el diagndstico
(Levett, 2001). Se considera que la enfermedad es frecuentemente
subdiagnosticada debido a la falta de una prueba para su diagndstico de facil

realizacion (Arias et al., 1999).

2.1.2. Aspectos Historicos

Louis Landouzy en 1883 fue el primero en reconocer y describir la leptospirosis
humana como una entidad clinica nueva; fue hasta que en 1886 Adolf Weil
observd fiebre, ictericia, hemorragias, insuficiencia hepatica y renal en
trabajadores agricolas de Alemania, posteriormente en 1888 se le llamo
enfermedad de Weil en honor a este investigador. Entre 1892 y 1903, encontraron
588 casos en las islas Andaman, en agricultores, forestales y constructores.
Simultdneamente en Japodn, Inada e Ido y en Alemania, Huebner y Reiter fueron
quienes descubrieron el agente causal en 1900. En 1917 Hideyo Noguchi aisl6 el
agente en su propio medio de cultivo y sugiri6 a este género el nombre de
Leptospira. El primer aislamiento en humanos se realizé en Japén en 1917 (Alonso
et al., 2000).

La leptospirosis en perros fue reportada por primera vez como enfermedad en el
ano de 1899 (Bolin, 1996).



2.1.3. Bacteriologia

Las leptospiras son espiroquetas que miden 0.1 yum por 6 a 0.1 por 20 um (Levett,
2001). La amplitud helicoidal es aproximadamente de 0.1 a 0.15 micrémetros vy la
longitud de sus ondas son de aproximadamente de 0.5 ym. En sus extremos tiene
dos filamentos con inserciones polares y presentan dos formas distintas de
movimiento: de translacion y de no translacién, tienen una estructura doble en su
membrana, que es comun en otras espiroquetas: tienen un lipopolisacarido
leptospiral similar a otras bacterias Gram-negativas pero tienen actividad
endotoxica mas baja. Son aerobios obligados con un crecimiento 6ptimo a
temperaturas de 28 a 30°C, productoras de catalasa y oxidasa, crecen en medios
simples enriquecidos con vitaminas B, y Bi,. Su crecimiento a menudo es lento en
aislamiento primario y se recomienda conservar hasta por 13 semanas, aunque
generalmente crecen de 10 a 14 dias. La morfologia de la colonia depende de la
concentracion del agar y de la serovariedad. Se han descrito dos especies del
genero Leptospira. interrogans'y biflexa, la especie interrogans, (figura No. 2.1),

es patogena (Levett, 2001).

Figura No. 2.1 Leptospira interrogans (Chang y Faine, 1970)

La bacteria no se multiplica fuera del paciente, Unicamente en el rifidn y su

supervivencia depende de condiciones ambientales favorables. Es altamente



susceptible desecacion y a los cambios de pH. En pH menor a 6 y mayor a 8
inhiben a la bacteria, temperaturas menores a 7°C y mayores a 36 °C son nocivas.
Se sabe que la bacteria puede permanecer infectante hasta por 180 dias en suelos
himedos, por varios meses en superficies acuosas y en aguas estancadas.
Permanecen mejor en aguas estancadas que en movimiento. La mayor presencia
de la bacteria se da en suelos con pH alcalino y en estaciones con alta humedad
con areas de baja altitud sobre el nivel del mar y con climas calidos y himedos
(Faine et al, 1999, Carmichael, 2001 y Levett, 2001). Un animal portador puede
permanecer transmitiendo la enfermedad por 2 anos (Rad et al., 2004) o hasta por
mas de 4 anos (Luna et a/., 2008).

Las serovariedades de Leptospira interrogans que principalmente infectan a los
perros son L. australis, L. autumnales, L. ballum, L. bratislava, L. bataviae, L.
canicola, L. grippotyphosa, L harjo, L. icterohaemorrhagiae, L. pomona y L.
tarassovi (Nelson y Couto, 2005).

Respecto a las serovariedades, se han realizado estudios que aportan informacion
respecto a algunas de sus caracteristicas infectantes que se enlistan a
continuacion:

e Brown en 1996 describe que las serovariedades mas comunes en perros son
las L. icterohaemorrhagiae, L. canicolay L. grippotyphosa.

e Para L. canicola, los perros son huesped reservorio para el humano, y las
ratas, mapaches, erizos, ratones de campo y zorrillos son huésped
accidental. Para L. bataviae, los erizos y ratdn de campo son huéspedes
accidentales (Carmichael, 2001; Aytug, 2004).

e La serovariedad canicola es la mas frecuente encontrada en areas urbanas
de Argentina (Rubel et al., 1997).

e En Brasil la serovariedad mas predominante fue la icterohaemorrhagiae
(Giuseppina et al., 2005).



e Las serovariedades canicola e icterohaemorrhagiae son las mas importantes
en los perros en la comunidad de Valencia, Espana (Hernandez et al.,
2005).

2.1.4. Patogénesis y manifestaciones clinicas

Al inicio del proceso de infeccidn, las leptospiras penetran las membranas
mucosas o piel intacta o raspada (Levett, 2001). Posteriormente de 4 a 11 dias,
invade el torrente sanguineo provocando leptospiremia donde se presenta fiebre y
anemia transitoria, hemolisis, leucocitosis, hemoglobinuria y albuminuria. En perros
susceptibles, las leptospiras usualmente producen una septicemia por lo que se
esparcen a organos internos incluyendo higado, rifiones, placenta y feto. El
desarrollo de las lesiones especificas depende de la serovariedad particular y su
virulencia, asi como también el estado inmune del perro (Faine et al, 1999 y
Carmichael, 2001).

Los factores de virulencia de Leptospira descritos incluyen factores de adherencia
asociados con proteinas de superficie que permiten adjuntarse al colageno del
paciente, asi como factores desconocidos que permiten la invasion a través de las
membranas mucosas o piel himeda y ablandada. La actividad endotdxica esta
dada por los lipooligosacaridos de las leptospiras, estos acttan sobre los monocitos
que liberan linfocinas y desencadenan la coagulacién intravascular diseminada, lo
que ocasiona hemorragias y sangrados anormales, los lipooligosacaridos también
contribuyen a la hemodlisis, hemoglobinuria, anemia hemolitica y otros danos
tisulares (Faine et a/, 1999 y Carmichael, 2001).

Estableciendo también una relacion entre otro signo como la calcicosis cutis
generalizada (deposito de sales de calcio en los tejidos dérmicos caracterizandose
por presentar papulas y placas ulceradas, costras y eritemas) con la leptospirosis
(Munday, et al, 2005). La fiebre y el letargo son los signos mas frecuentes en la

enfermedad (Greenlee et al., 2005).



Los perros que reciben tratamiento o desarrollan respuestas inmunes adecuadas,
usualmente sobreviven; algunos perros eliminan la infeccion a las 2 6 3 semanas
de la exposicién sin tratamiento, pero pueden desarrollar hepatitis cronica o
enfermedad renal crénica por lo que la leptospirosis puede complicarse con
disfuncién organica multiple (Lemarroy y Carrilo, 2003).

La mayoria de los perros con leptospira presentan infeccion subclinica, sin
embargo pueden presentar la forma clinica hiperaguda dependiendo de la
viruencia de la serovariedad y el estado inmune del paciente y por lo general en
esta forma presentan anorexia, depresion, taquipnea y vomito. La fiebre,
membranas mucosas palidas y taquicardia son comunes. Las petequias, equimosis,
melena y epistaxis ocurren con frecuencia por la trombocitopenia y la coagulacion
intravascular diseminada. Cuando ocurren infecciones peragudas, la enfermedad
en los pacientes puede progresar rapidamente hasta producir la muerte antes de
presentar la enfermedad renal o hepatica (Aytug, 2004; Nelson y Couto, 2005).

La infeccion subaguda puede presentar fiebre, depresion, signos hemorragicos,
enfermedad hepatica y renal o una combinacion de anormalidades hepatorenales;
asi como conjuntivitis, rinitis, tonsilitis, tos y disnea que son de presentacion
ocasional, en la fase subaguda la falla renal oligirica o anurica puede emerger.
Algunos perros que sobreviven a la fase peraguda o subaguda, desarrollan la
nefritis intersticial crénica o hepatitis activa cronica (Aytug, 2004; Nelson y Couto,
2005).

La leptospirosis crénica presenta poliuria, polidipsia, pérdida ponderal, ascitis y
signos de encefalopatia hepatica causados por la insuficiencia del higado (Aytug,
2004; Nelson y Couto, 2005).

La severidad de los signos clinicos se presentan segun la edad, la inmunidad y el
medio ambiente del paciente y la virulencia de la serovariedad involucrada (Silva y
Riédemann, 2007).

En cualquier tipo de infeccion puede haber aborto con o sin placentitis; usualmente

L. icterohaemorrhagiae causa fiebre, hemorragias, anemia e ictericia. L.



grippotyphosa tiene severa influencia renal y hepatica cronica activa, resultando en
una enfermedad mucho mas severa que aquella causada por L. pomona que a
menudo son subclinicas, pero es comun un estado portador crénico. La infeccidn
por L. canicola cominmente resulta en una nefritis intersticial cronica y fibrosis
renal (Carmichael, 2001).

La serovariedad canicola produce dafio renal, congestion vascular episcleral,
hipotermia y una mortalidad del 50% siendo lo adultos mas susceptibles a esta
serovariedad y se considera serovariedad no ictérica. En cambio Ia
icterohemorragica se considera ictérica con dafio hepatico por obstruccion de
conductos biliares por restos celulares, causando hemorragias y trastornos
respiratorios con mas susceptibilidad en cachorros y mortalidad hasta del 100%
(Luna et al,, 2008).

Otros signos clinicos que se presentan son panuveitis (inflamacién del coroides,
cuerpo ciliar é iris del ojo) y hemorragias pulmonares por la presencia de las
bacterias en estos tejidos (Baumann y Fliickiger, 2001 y Townsend et al., 2006).
En el estudio reportado por el grupo de Greenlee (2005), la infecciéon producida
por la serovariedad pomona, presentaban fiebre y letargo, lesiones renales,
hemorragias pulmonares, neumonia y edema perirenal, aumento de urea y de
bilirrubina. La infeccion por leptospira también puede asociarse con trastornos
neuroldgicos causados por la retencion de la bacteria en meninges (Bernardo et
al., 2005; Luna et al., 2008).

Ocasionalmente pueden presentar insuficiencia cardiaca por presencia del agente

en tejido cardiaco (Skardova et a/., 2000).

2.1.5. Epidemiologia

La distribucion de la Leptospira y los factores que los favorecen, son importantes
puesto que la enfermedad este presente en todo el mundo, (Beaglehole, 1993 y
Levett, 2001), tanto en perros como en humanos (Meites et al., 2004; Jansen et
al., 2005, Céspedes et a/., 2003).



Se sabe que anualmente ocurren aproximadamente 10 millones de casos humanos
de leptospirosis en el mundo, con tasas de mortalidad hasta del 25% en algunas
regiones, el contacto con aguas contaminadas por orina de mamiferos domésticos
es la principal forma de infeccion. Los animales de compaiiia facilitan la
transmision asi como los roedores de zonas urbanas (Ganoza et al, 2006). En
especial, el perro, incrementa la prevalencia o el nimero de casos de la
enfermedad en el humano (Ward, 2002b y Merletti et a/,, 2001) y este contacto se
destaca como un factor asociado con la presencia de la enfermedad en humanos
(Ferro et al., 2006). Los roedores, perros, cerdos y ganado son la principal fuente
de infeccidn de Leptospira para el humano pues son portadores (Vinetz, 2004),
esto es, que puede transmitir la enfermedad aunque no muestra manifestaciones
clinicas (Dicker et al, 1993).

Los perros tienen el papel mas importante en la transmision para el humano, y
para los propios perros, ya que son reservorios y mantienen al agente por tiempo
indefinido (Brod et al, 2005 y Ortiz et al, 2004) y mas los callejeros debido al
poco o nulo control que se tiene sobre ellos (Rodriguez et al,, 2004).

En el Hospital Animal de una Universidad de Tailandia, Meeyam y colaboradores
(2006), encontraron que de 210 perros muestreados, se obtuvo un 11% de
seroprevalencia, siendo las serovariedades bratislava, canicola, australis e
icterohaemorrhagiae las de mayor frecuencia.

En Eslovaquia se analizaron 314 perros con 15 serovariedades encontrando un
12.4% de seroprevalencia con las serovariedades icterohaemorrhagiae,
grippotyphosa como las mas frecuentes (Skardova et al., 2000).

En Buenos Aires, Argentina la serovariedad cynopteri fue encontrada Unicamente
en animales silvestres, sin embargo, Tealdo y colaboradores en 2007 encontraron
el 59% de seropositividad a esta serovariedad explicando que debido a la crisis
econdmica, aumentd el nimero de cartoneros y de caballos en la region, ademas
del incremento de la cria de cerdos, todas estas especies son consideradas

reservorios de la Leptospira.
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En humanos, en una comunidad de Chiapas, Leal y su grupo (2003) encontraron
una seroprevalencia de 37.7%; de la misma manera el grupo de Colin (2004)
detectaron un 36.1% de seroprevalencia en la ciudad de Guadalajara, Jalisco en
trabajadores de un rastro.

Para el caso de la leptospirosis canina, estudios recientes, demuestran que la
enfermedad tiene distribucion mundial, en el cuadro No. 2.1 se muestra que esta
presente en varios paises, es importante destacar que la seroprevalencia en los
paises mostrados, encontrandose una o mas serovariedades utilizandose la técnica
de AM.

Cuadro No. 2.1. Seroprevalencia de leptospirosis canina en el mundo.

Pais Seroprevalencia Fuente
(%0)

Argentina 33.3 Tealdo et a/ 2007
Brasil 19.0 Blazius et a/, 2005
Canada 25.7 Prescott et a/., 2002
Chile 14.8 Silva y Riédemann, 2007
Eslovaquia 12.4 Skardova et al., 2000
Espafa 19.8 Hernandez et al., 2005
EUA (Indiana) 59.0 Moore, 2006; Ward, 2002
EUA (Nueva York) 69.0 Goldstein et al., 2006
EUA (Texas) 13.0 Carter et al., 2003
India 57.7 Senthilkumar et a/., 2006
Iran 31.0 Rad et al., 2004
Italia 29.4 Scanziani et al., 2002
Tailandia 11.0 Meeyam et al., 2006
Trinidad 14.6 Adesiyun et al., 2006
Venezuela 65.9 Medina y Guerra, 2005

En México la situacidén de leptospirosis es poco conocida, de 1963 a 2005 se han
encontrado seroprevalencias desde 16.7 hasta 81% (Luna et a/., 2008).

Estudios realizados probando distintas serovariedades en entidades como Yucatan,
Ciudad de México y Jalisco, demuestran la presencia leptospirosis canina con

distintas seroprevalencias, como se muestra en el Cuadro No. 2.2.
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Cuadro No. 2.2 Seroprevalencia de leptospirosis canina y serovariedades
en tres lugares de México.

Estado o Seropre- Serovariedades Fuente
entidad valencia mas frecuente
(%0)
L . canicola e Jiménez-Coello et
Merida, Yucatan 35.0 icterohaemorrhagiae al., 2007
Culjd_ad de 38.5 cast_e//onls, PYrogenesy . ora ot a /., 1999
México. DF canicola
, RGA, tarassovi y Sepulveda et al.,

Cd. Guzman, Jal. 22.6 grippotyphosa 2002

En los estudios realizados de 2001 a 2007, los factores de riesgo asociados a ésta
enfermedad fueron: que los perros machos son mas susceptibles que las hembras.
Esto parece estar relacionado porque los machos realizan la marcacion territorial
con orina, en un contexto de dominancia (Heiblum, 2004), ademas del olfateo,
lenglieteo y cortejo (Luna et al., 2008).

Otros factores de riesgo se mencionan a continuacion: En el estudio de Rad y sus
colaboradores (2004) sefialan que los agricultores son factor de riesgo para
adquirir la enfermedad asi como los perros machos. Aguilar y su equipo (2007)
senalan que los perros que comen croquetas, perros machos y que son mayores
de 12 meses son mas susceptibles a adquirir la leptospirosis. Carmichael (2001) en
su estudio reporta que los perros que estan en patios, campos, que salen a
parques y que son de raza de caza o de exhibicion son mas frecuentes a la
leptospirosis. Magalhaes y su equipo en 2007 sehala que los perros mestizos y
machos son mas susceptibles a la enfermedad. Meeyam y colaboradores en el
2006 mencionan que tienen mayor riesgo de adquirir la enfermedad los perros que
se encuentran mas del 50% del tiempo en contacto del aire libre y que son
alimentados con carne cruda. Miller y su equipo (2007) menciona que los perros
jovenes tienen mas riesgo de adquirir la enfermedad, sin embargo Couto y Nelson
(2005), sefialan que en cuanto a la edad, no hay diferencias de riesgo, de igual
manera sucede con las razas, sblo encontraron mas susceptibles los perros que

viven dentro de casa. Stokes y su equipo (2007) sefala que los perros que estan
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fuera de casa y los que tienen contacto con animales silvestres pueden adquirir
mas facilmente la enfermedad. Silva y Riédemann (2007) sefiala que los perros
callejeros, machos de todas las razas son mas frecuentes en adquirir la
leptospirosis. En el estudio de Ward en 2002 junto con sus colaboradores
encontraron que los perros de 4 a 10 afios y machos tienen mayor riesgo, y él
mismo con sus colaboradores en 2004 encontraron que de 4 a 7 anos y también
machos asi como razas mixtas, de pastoreo y de trabajo son mas riesgoso para
adquirir la enfermedad. Estas discrepancias se deben tal vez a las condiciones bajo
las que se realizaron los estudios.

En el estudio de Senthilkumar en 2006 senala que las razas grandes y pequenas
son infectadas a nivel similar; sin embargo que los mas frecuentes fueron el Pastor
Aleman, Dachshund y el Terrier, indic6 ademas los machos padecen con mas
frecuencia la enfermedad debido al olfateo de lugares contaminados por orina.

En el estudio de Silva y Riédemann en el 2007 dividié en razas segun la American
Kennel Club (AKC) en: mestizos, de deporte, de trabajo, pastores y de compaiia

donde encontro la misma frecuencia en las razas de esos grupos.

2.1.6. Diagndstico

La aproximacion diagnodstica clinica de la leptospirosis puede alcanzarse mediante
un conjunto de analisis como hemograma, urianalisis y quimica sanguinea. Las
principales alteraciones de estos parametros son la leucocitosis y trombocitopenia;
la ictericia, incremento de las transaminasas, la baja densidad urinaria, aumento
de los niveles de creatinina, bilirrubina, fosfatasa alcalina, etc. Que con la
conjuncién con los hallazgos y la historia clinica permitan integrar un diagndstico;
el diagndstico definitivo de leptospirosis ha dependido tradicionalmente del
aislamiento de la bacteria o por serologia (Levett, 2001; Levett et a/., 2005).

Las pruebas que son mas utilizadas para el diagndstico de leptospirosis canina que
basadas en la serologia son la aglutinacion microscépica (AM) y el ensayo

inmunoenzimatico ligado a enzimas (ELISA). Otras técnicas que también se han
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utilizado para el diagnostico de la enfermedad se basan en el analisis de orina y
semen por microscopio de campo oscuro contra anticuerpos fluorescentes, cultivo,
prueba de reaccion en cadena de la polimerasa e histopatologia (Carmichael,
2001; Kim et al, 2006). La prueba recombinante basada en la aglutinacion en
latex, que es otro tipo de prueba, es similar en especificidad (96%) y sensibilidad
(98.07%) a la AM, ademas de sencilla y de detectar anticuerpos en fase aguda,
desafortunadamente es costosa (Dey et a/., 2007).

Una gran variedad de métodos alternativos han sido desarrollados como fijacion de
complemento, donde ELISA tiene mayor sensibilidad (Arias et al, 1999) asi como
la técnica de inmuno histoquimica con anticuerpos en tejido renal (Wild et a/,
2002). Dentro de las pruebas seroldgicas, ELISA muestra porcentajes altos de
especificidad y sensibilidad (Bajani et al., 2003; Theodoridis et a/., 2005). La AM es
mas sensible que ELISA con IgM (Mulla et al., 2006).

A pesar de la aparicidén de varias técnicas para el diagndstico de leptospirosis, la
prueba de MA, que identifica anticuerpos para cada serovariedad a diferentes
titulaciones, utilizando las bacterias vivas como antigeno (Lilenbaum et a/,, 2002),
es la mas usada para el diagnostico de leptospirosis. Esta prueba presenta un 92%
de sensibilidad y un 95% de especificidad (Okuda et a/., 2004).

La prueba de MA muestra una mayor sensibilidad y especificidad comparada con el
aislamiento y la técnica de inmunofloresencia indirecta (Silva y Riedemann, 2007).
La MA es la prueba de referencia para evaluar otras pruebas para el diagndstico de
leptospirosis para otras especies animales, es ademas la prueba oficial para la
exportacién e importacion de animales. Se emplea para detectar anticuerpos en
sueros de animales sospechosos o enfermos, donde los anticuerpos del suero
reaccionan con antigenos de leptospiras vivas a 10 dias de crecimiento en medio
de cultivo liquido. Convencionalmente se determina el punto de corte para
considerar como positivo un titulo de aglutinacion de 1:100 vy titulaciones menores
a esta cifra sugieren vacunacion o exposicion pasada con la serovariedad. Esta

prueba requiere mantenimiento de las cepas, su estandarizacion es subjetiva y
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detecta muy bien a los animales infectados en etapa cronica (Sandow y Ramirez,
2005).

Bajo estas circunstancias nuestro estudio considerd6 como positivas, aquellas
muestras que aglutinaron a titulos mayores a 1:100, en al menos con una
serovariedad (Rose et al., 2002).

Por otra parte, titulos iguales o superiores de 1:3200 de anticuerpos por AM se
correlacionan positivamente con los cultivos de orina positivos a leptospira (Castillo
et al.,, 2005). La prueba de MA, es la indicada por la Norma oficial mexicana NOM
029 SSA2-1999 para la deteccion de leptospirosis. Ademas es la prueba
considerada de validez diagnostica ante la Organizacion Interamericana de

Epizootia y la Organizacién Panamericana de la Salud (Luna et a/., 2008).

2.1.7. Tratamiento

Una vez establecido el diagndstico de la enfermedad el tratamiento de casos
agudos consiste en controlar la infeccion a base de antimicrobianos administrando
penicilina G sddica desde 25,000 a 40,000 UI / kg por vias PO, IM o EV hasta que
la funcidén del rifidn se restablezca, también se utiliza ampicilina, doxiciclina y
gentamicina para destruir la bacteria (Aytug, 2004).

El tratamiento antimicrobiano tiene que ir acompafado de medidas
complementarias como el de corregir el desbalance electrolitico (Fontaine y
Hernandez 2008). En caso de presentar falla renal crénica por leptospirosis, una
terapia complementaria es la utilizacion de didlisis ya que controla con buen
resultado algunas complicaciones (Beckel et a/., 2005).

El propdsito del tratamiento de casos agudos es el control de la infeccidén antes de
que se produzcan los dafos irreparables al higado y rifiones, y suprimir la
leptospiuria. En casos severos y agudos se requiere administracion inmediata de
fluidos, siendo el prondstico reservado cuando ya presentaron falla renal o
hepatica. Los perros usualmente se recuperan después de 2 semanas, Si son

tratados oportunamente con antibidticos y fluidos EV (Carmichael, 2001). Otro
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antibidtico que también presentan buena respuesta contra de la bacteria es la
oxitetraciclina (Levett, 2001).

La informacién anterior demuestra que la bacteria puede ser destruida con varios
antimicrobianos, lo que sugiere que puede haber pacientes enfermos de
leptospirosis que son subdiagnosticados y que al ser tratados con cualquiera de los
antibidticos anteriormente mencionados, probablemente muestren una mejoria
clinica sin haber establecido el diagndstico etioldgico. Esta situacion ubica a esos

pacientes como una fuente potencial de diseminacion de la bacteria. (Levett, 2001)

2.1.8 Prevencion

Para reducir la probable infeccion, hay que tener en cuenta que la orina de los
reservorios es la fuente mas importante de infeccion, la poblacion que esté en
contacto con perros sospechosos de la enfermedad deben usar guantes, las areas
manchadas por orina se deben desinfectar con productos basados en yodo, por lo
tanto los principales métodos de control deben ser vacunar, sanear el lugar donde
se encuentren los perros y no tener agua encharcada ni roedores (Aytug, 2004).
En humanos se han hecho estudios para producir inmunidad contra leptospira con
buenos resultados desarrollando anticuerpos IgG antileptospira por medio de una
vacuna (Rodriguez et al., 2005).

En perros actualmente se cuenta con una vacuna multiple canina donde incluye
bacterinas para las serovariedades: L. icterohaemorrhagiae, L. canicola, L.
grippotyphosa y L. pomona. (Carmichael, 1999).

En México existen 26 vacunas polivalentes elaborados por 15 laboratorios, de las
cuales 20 contienen 6 serovariedades y 6 solo dos serovariedades (Luna et al,
2008).

La informacién que se muestra fue obtenida por los representantes de los
laboratorios y destaca que las vacunas contienen antigenos de dos serovariedades
canicola e icteroahemorragiae. La formacion de anticuerpos se da especificamente

para cada serovariedad (Srivastava, 2006 y Silva y Riédemann, 2007), esto es que
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la vacuna no evita la infeccidn por otras serovariedades no incluidas en el bioldgico
(Luna et al,, 2008).

Para prevenir la enfermedad, en general, se recomienda vacunar cada 3 semanas
contra Leptospira, en tres ocasiones durante el ano, de esta forma se previene la
leptospiremia, la muerte y los signos clinicos graves, asi como lesiones en el
paciente (Schreiber et al., 2005) ademas de mitigar parcialmente la prevalencia de
leptospirosis (Stokes et al., 2007).

Un perro con enfermedad subclinica que es vacunado anualmente, puede tener
organismos infecciosos que pueden ser un riesgo de contagio para perros no
vacunados, puesto que la vacunacién no evita la eliminacion de leptospiras en
orina de perros con la forma subclinica de la enfermedad; ademas la enfermedad
cronica puede estar presente en animales vacunados. La inmunidad no es tan
duradera como en el caso de vacunas elaboradas con antigenos virales; las
bacterinas (vacunas a base de compuestos bacterianos) no previenen la infeccién
o la eliminacién de los organismos en la orina, aunque si reduce o elimina las
manifestaciones clinicas (Aytug, 2004).

Actualmente en Aguascalientes se pueden obtener vacunas de diferentes

laboratorios conteniendo distintas serovariedades (Cuadro 2.3)

Cuadro 2.3. Serovariedades incluidas en vacunas comerciales*

Laboratorio Serovariedades

Bayer® canicola e icterohaemorrhagiae

Fort Dodge® icterohaemorrhagiae, canicola, grippotyphosay
pomona.

Chinoin® icterohaemorrhagiae, canicola, grippotyphosa,
pomona, wolffiy tarassovi

Virbac® canicola e icterohaemorrhagiae

Intervet® canicola e icterohaemorrhagiae

Pfizer® canicola e icterohaemorrhagiae

* Informacion distribuida por los laboratorios
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2.1.9. Respuesta Inmune

El conocimiento de la respuesta inmune permite establecer que después que la
bacteria entra al organismo se inicia la infeccién la cual produce fiebre, siguiendo
asi la etapa de bacteriemia, esto es a los 2 a 5 dias en la enfermedad aguda y
empiezan los signos clinicos, en esta etapa las leptospiras activas producen una
elevacion de inmunoglobulinas tipo M (IgM) que alcanzan niveles detectables a los
pocos dias. Los anticuerpos IgM dificultan la multiplicacién de las leptospiras,
aunque no las destruyen, disminuyéndolas después de la aparicion de las IgM
(Sandow y Ramirez, 2005).

Las IgG especificos producen la lisis de las leptospiras y persisten durante afos en
el animal. Las IgM alcanzan su pico maximo a las 3 6 4 semanas y las IgG hasta
las 4 a 12 semanas de la infeccién. Durante la fase de leptospiuria (eliminacion de
leptospiras por la orina) los niveles de IgM pueden no detectarse en sangre, en
cambio si las IgG en orina a las 6 semanas después de la infeccion se detectan
hasta después de varias semanas, y son las IgG los anticuerpos que la prueba de
AM detecta, por lo que esta prueba detecta la enfermedad después de las 4
semanas de la infeccion (Sandow y Ramirez, 2005).

Tomando en cuenta la informacién disponible sobre la leptospirosis canina, se
considerd pertinente iniciar una investigacion para conocer la situacion actual de la
enfermedad y poder iniciar en consecuencia, acciones encaminadas al control y

prevencion en la poblacién canina.
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3. HIPOTESIS

La presencia de anticuerpos aglutinantes contra Leptospira interrogans spp en
perros atendidos en el Hospital Veterinario de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes, se asocia a factores de las serovariedades, a las caracteristicas del

paciente y de su entorno.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de anticuerpos contra Leptospira en pacientes que ocurren al

Hospital Veterinario de la Universidad Autonoma de Aguascalientes.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1. Identificar las serovariedades de Leptospira interrogans en pacientes
atendidos en el Hospital Veterinario de la Universidad Auténoma de

Aguascalientes mediante la técnica de la aglutinacion microscopica.

4.2.2. Asociar los titulos de anticuerpos de Leptospira interrogans con factores de

riesgo propios de los pacientes y de su entorno.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. SITIO DE ESTUDIO

El estudio se realizd en la ciudad de Aguascalientes, que se localiza en las
siguientes coordenadas geograficas: Al norte 22° 27’, al sur 21° 38’ de latitud
norte; al este 101° 53" y al oeste 102° 52’ de longitud oeste. El tipo de clima se
denomina seco estepario y se caracteriza porque en él, la evaporacion excede a la
precipitacion, y esta asociado principalmente a comunidades vegetativas del tipo
de matorral desértico y vegetacion xerdfila localizando en casi todo el estado
cubriendo aproximadamente el 86.30% de la superficie.

La precipitacion media anual oscila entre los 500 y los 600 mm y la temperatura
meddia anual es superior a los 18°C.

La maxima ocurrencia de lluvias oscila entre los 110 y 120 mm, registrandose en el
mes de junio. La minima se presenta en el mes de marzo con un rango menor de
5mm. El régimen térmico mas calido se registra en mayo con una temperatura
entre los 22 y los 23°C, siendo el mes mas frio enero con una temperatura de 13 a
140C, la altitud de la ciudad capital es de 1870 metros sobre el nivel del mar.

El estudio se realizd especificamente en el Hospital Veterinario de la Universidad
Auténoma de Aguascalientes, ubicado en la calle Guadalupe Gonzalez nimero 603,

colonia Ciudad Universitaria.
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5.2. DISENO DE LA INVESTIGACION
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5.2.1. Seleccion de perros

Considerando la dificultad para obtener muestras sanguineas y datos de los perros
de toda la ciudad, se realizd un muestreo no estadistico por conveniencia, este es
un método de muestreo no probabilistico para obtener informacion rapida y
pertinente de los sujetos participantes (Thrusfield, 2005) para ello se
seleccionaron los perros del Hospital Veterinario de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes, ya que de acuerdo a los expedientes de pacientes, ocurren perros
de todas las delegaciones de la ciudad.

Independientemente del motivo de la consulta y si el médico solicitaba analisis
sanguineos, se le solicitd al propietario su consentimiento para extraer una
muestra adicional e incluir al perro en el estudio. Posteriormente se le solicitd
informacién acerca de los antecedentes clinicos y zootécnicos, mismos que se
registraron en un cuestionario elaborado ex profeso.

Con el propédsito de contrastar la seropositividad obtenida en los pacientes del
Hospital Veterinario, se decidié tomar muestras sanguineas a un grupo de perros
del Centro Municipal de Control Canino y Felino de Aguascalientes también
mediante el método de conveniencia. Los datos obtenidos de este grupo
permitirian conocer la seropositividad a la leptospirosis canina en perros que
fueron entregados por el propietario para eutanasia o que fueron encontrados en

la via publica.

5.2.2. Tamafo de muestra

El tamano de muestra correspondié al nimero de pacientes que asistieron a
consulta al Hospital Veterinario durante el afio 2007 que el médico tratante les
solicitd algun tipo de analisis sanguineo para confirmar el diagndstico inicial.

La toma de una muestra adicional se realizd con el consentimiento informado del
propietario. En este esquema, se obtuvieron las muestras de 131 pacientes, que

representd el 9.4% de los pacientes del hospital.
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La cantidad de perros muestreados en Centro Municipal de Control Canino y Felino
de Aguascalientes fue de 15, obtenidas en un solo dia. Las muestras fueron en un
porcentaje mayoritario, de perros domiciliados, es decir no vagabundos, los cuales
por alguna razén no podian continuar siendo atendidos por los propietarios y se
entregaron al centro para adopcidn o eutanasia. Esta informacidn es relevante ya
que estos animales, eventualmente tuvieron atencidn médica preventiva tal como
un esquema basico de vacunas y desparasitaciones, condicién que compartian con

los pacientes del Hospital Veterinario.

5.2.3. Obtencion de la informacidn clinico-zootécnica.

Para obtener los antecedentes de los pacientes, se disefid un cuestionario (Anexo
1) y al momento de obtener la muestra, se solicité a los duefios de pacientes los
siguientes datos generales: nombre del paciente, edad, sexo, raza, domicilio,
alimentacion y fecha de vacunacidon contra Leptospira y motivo de ingreso al
hospital. Los datos obtenidos se registraron en una base de datos (Anexo 2).

En el caso del grupo control del Centro Municipal de Control Canino y Felino, no se

obtuvieron antecedentes clinico zootécnicos.

5.2.4. Obtencion de muestras sanguineas

Para obtener la muestra de sangre se punciond la vena yugular en perros chicos,
la vena cefalica en el caso de perros grandes de o safena en perros nerviosos. El
area se prepard previamente, aplicando la asepsia necesaria para la toma de
muestra depilando el area y limpiandola con una torunda de algoddn impregnada
con alcohol de 96°. Posteriormente la sangre se transfirid a un tubo de vidrio de
13x75 mm sin anticoagulante, y se separd del suero, después de 30 minutos de
reposo, por medio de centrifugacion a 4,500 rpm en centrifuga marca Clady Adams
Compact II; se almacenaron dos alicuotas en microtubos de plastico eppendorf de
1.5 mL con tapa de presion. Se identificaron y se mantuvieron en congelacion

hasta su analisis (Benjamin, 1984).
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5.2.5. Analisis de las muestras sanguineas

Las muestras se mantuvieron en refrigeracion y se transportaron para su analisis
en termos al laboratorio de referencia en Palo Alto del INIFAP de SAGARPA
ubicada en Km. 15.5 Carretera México-Toluca Cuajimalpa D.F., C.P. 05110, en
donde se dispone tanto de la técnica estandarizada, como de cepas y personal
capacitado en la técnica de MA.

Las serovariedades de referencia utilizadas para el diagnostico fueron las

siguientes:
» Canicola » Jarassovi
» grippotyphosa »  wolfi
» hardioprajitno » Bratislava
» jcterohaemorrhagiae » hardjo H-89*
=  Pomona » jcterohaemorrhagiae Palo Alto*
= pyrogenes » canicola Portland vere*

*Aislamientos nacionales

5.3. TECNICA DE AGLUTINACION MICROSCOPICA

5.3.1. Materiales y reactivos

Se muestran en el anexo 3.

5.3.2. Desarrollo de la técnica

Para analizar las muestras mediante la técnica de AM, se verifico el cultivo en su
pureza, homogeneidad y densidad de cada cepa. Se utilizaron cultivos de
Leptospira con un crecimiento de 4 a 7 dias en medio liquido COX modificado con
suero de conejo.

Los cultivos se dejaron en reposo durante 2 horas y se centrifugaron a 1500 rpm
durante 10 minutos para eliminar las células agregadas, en el sobrenadante se

encuentran las leptospiras que son utilizadas como antigenos.
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Se realizaron diluciones progresivas del suero utilizando solucién fisioldgica desde
1:40 hasta 1:2560. La dilucién inicial se prepard anadiendo 0.1 mL de suero a 3
mL de buffer de fosfatos.

La prueba se realizd en una placa para microtitulacion de 96 pozos con fondo
plano, donde se colocd 0.1 mL de cada dilucién y luego 0.1mL del antigeno.

Para cada serovariedad se utilizaron sueros como testigos positivos y negativos.

La placa se agitd suavemente y se incubd durante 90 min a 30°C o bien a
temperatura ambiente, transcurrido ese tiempo, se agité suavemente.

La lectura se realizd colocando una gota pequefia de cada una de las diluciones
sobre un portaobjetos y se observara al microscopio con condensador de campo
oscuro con el objetivo seco débil (10 X), recorriendo en zig zag toda la
preparacion.

La aglutinacion se manifiesta por la unidn de las leptospiras formando figuras en
forma de “cabezas de medusas”, con los extremos libres que permanecen mdviles.
La lectura se hace asignando “cruces” de acuerdo al nimero de células aglutinadas
y las ausencias de bacterias. Para interpretar la prueba se buscan las
aglutinaciones y se asigna un nimero: si es del 75 al 100% es 4+; si es del 50%
al 75% es 3+, del 25 al 50%, es 2+, si es del 1 al 25% es 1+. (Cuadro No. 5).

Cuadro No. 5.1. Interpretacion de la prueba de aglutinacion microscopica
para L. interrogans.

Reaccion Equivalencias Interpretacion
Todas las células libres 0 Negativo

75% de células libres y/o hasta 25% + (1) Negativo

de células aglutinadas

50% de células libres o del 25 al ++ (2) Positivo

50% de células aglutinadas

25% de células libres o del 50 al +++ (3) Positivo

75% de células aglutinadas

0% de células libres o del 75 al ++++ (4) Positivo

100% de células aglutinadas
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La reactividad de los sueros positivos se puso en evidencia por la aglutinacion o
desaparicion de células. El titulo se define como la mayor dilucién del suero en la
que se observa 50% o mas de aglutinacion.

Las placas y material se colocaron en hipoclorito de sodio al 10% durante dos
horas y luego se depositara en una bolsa roja para residuos patoldgicos bioldgicos
infecciosos (Rose et al,, 2002).

Dependiendo hasta que pozo da resultado positivo es en dicho pozo donde se
registra la titulacion.

En resumen la técnica se realiza, para cada serovariedad, de la siguiente manera:
1.- Mantener el suero a temperatura ambiente

2.- Colocar las diluciones en pozos de la placa hasta 1:50

3.- Colocar el antigeno de cada serovariedad

4.- Colocar el suero

5.- Esperar de 60 y 90 min a temperatura ambiente

6.- Leer el resultado

7.- Anotar y calcular los resultados

8. Diluir hasta 1:3200, si arroja resultado positivo hasta 1:100

5.4. ANALISIS DE LOS RESULTADOS:

Se consideraron positivas aquellas muestras que aglutinaron en diluciones de
1:100 a mayores, al menos con una serovariedad (Rose et al, 2002, Medina y
Guerra, 2005, Silva y Riédemann, 2007, Luna et al, 2008, Rad et al, 2004 y
Tealdo et al, 2007). La seropositividad se relaciond con la alimentacién, raza,
sexo, edad, motivo de ingreso al hospital y régimen de vacunacién contra
Leptospira; los datos se registraron en una base de datos elaborada en una hoja
electrénica (Microsoft office Excel 2003) para su andlisis posterior mediante la
prueba de Chi cuadrada (P < 0.05) y la de razén de momios, mediante el software
Statistical Analysis System® (ver.12) (Steel y Torrie, 1988 y Thrusfield 2005).
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6.-RESULTADOS

6.1 Pacientes del Hospital Veterinario UAA.

De la cantidad total de pacientes, 1,383 perros, atendidos en el Hospital
Veterinario de enero a diciembre de 2007, se logré obtener 131 sueros para
realizar analisis sanguineo, lo que representd el 9.4% de la poblacion atendida. De
ellos 83 sueros (63.4%) resultaron con seropositividad a una o mas serovariedades
con titulos > 1:100. Con resultados negativos 0 menores a una titulacién de 1:100,
se encontraron 48 sueros lo que representd un 36.6%, segin se muestra en la

figura No. 6.1.

100+

50+
36.6

FRECUENCIA
(%)

J )
Positivos Negativos

Figura No. 6.1: Seropositividad a L. interrogans en pacientes que ocurren a consulta al

Hospital Veterinario de la UAA durante 2007.
En el cuadro No 6.1, se muestra que los motivos de ingreso al hospital Veterinario,

en los que destacan con mayor frecuencia los problemas urinarios. Se muestran las
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cinco causas con mayor incidencia, y que representan el 75% de los pacientes

muestreados.

Cuadro No. 6.1 Seropositividad segun el motivo de ingreso al hospital

Motivo de ingreso al Casuistica Serofrecuencia
Hospital (No) (No) (%)
Trastornos Urinarios 13 10 76.9
Tumores y abultamientos corporales 12 8 66.7
Evaluacion pre quirirgica 18 12 66.7
Trastornos Gastrointestinales 49 28 57.1
Trastornos Neuroldgicos 6 2 33.3

Las titulaciones de las diferentes serovariedades se muestran en el cuadro 6.2
indicando que la mayoria de las muestras seropositivas, fueron a una titulacion de

1:100 y menor cantidad las muestras en que se obtuvo una titulacion de 1:1600.

Cuadro 6.2. Serovariedades de L. interrogans identificados por la prueba
de aglutinacion microscopica en 131 sueros de perros que ocurrieron al
Hospital Veterinario UAA en sus diferentes titulaciones

1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200

Serovariedad

Canicola 7(24.1) 7(24.1) 8(27.5) 3(10.3) 3(10.3) 1(3.4)
Grippotyphosa 7(36.8) 7(36.8) 4(21.1) 0(0) 1(5.3) 0(0)
Hardlioprajitno 5(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
icterohaemorrhagiae 16(66.7) 1(4.2) 5(20.8) 1(4.2) 1(4.2) 0(0)
Pomona 6(42.8) 7(50) 1(7.1) 0(0) 0(0) 0(0)
Pyrogenes 10(52.6) 3(15.7) 0(0) 3(15.7) 2(10.5) 1(5.2)
Tarassovi 3(37.5) 4(50) 1(12.5) 0(0) 0(0) 0(0)
Wolfi 1(50) 1(50) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Bratislava 19(40.4) 13(27.6) 6(12.7) 7(14.8) 0(0) 2(4.2)
hardjo H-89 2(28.6) 1(14.2) 1(14.2) 2(28.6) 0(0) 1(14.2)

icterohaemorrhagiae 28(44.4) 18(28.6) 10(15.8) 4(9.5) 1(1.6) 2(3.1)
Palo Alto

canicola Portland vere 5(25) 8(40) 2(10) 1(5) 1(5) 3(15)

NUmero de muestras (26 seropositividad)
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Las principales serovariedades encontradas fueron /icterohaemorrhagiae Palo Alto,
bratislava y canicola, donde la titilacion en /icterohaemorrhagiae Palo Alto fue
mayor en 1:100, en bratislava también 1:100 y en la serovariedad canicola 1:400,
siendo los perros el huésped reservorio. La serovariedad menos frecuente en las
131 muestras fue la wol/fi, con Unicamente dos sueros seropositivos. En los machos
se encontrd una seropositividad mayor que en las hembras, como se muestra en
el cuadro No.6.3.

Cuadro 6.3. Factores asociados a la seropositividad en pacientes del
Hospital Veterinario
Factores del paciente  Muestra Positivos Serofrecuencia Razdén de

(No) (No) (%0) Momios

Género

Machos 67 44 65.6 1.07

Hembras 64 39 60.0 0.92
Edad (anhos)

Cachorros 40 14 35.0* 0.48

Adultos 39 28 71.7 2.05

Seniles 52 41 78.8 0.91
Condicion racial

Mestizo 20 8 40.0* 0.59

Raza pura 111 75 67.5 1.68
Factores del medio
Alimentacion

Croquetas 115 73 63.4 1.01

Comida casera 16 10 62.5 0.98
Tiempo de Vacunacion

Menos de 6 meses 14 9 64.2 0.92

Mas de 6 meses 43 30 69.7 1.08

Sin vacunas 59 35 59.3 1.49

No sabe 15 9 60.0 0.66
Estacion del afio

Primavera 35 23 65.7 0.91

Verano 32 23 71.8 1.09

Otono 30 12 40.0* 0.52

Invierno 33 25 75.7 1.89

* Estadisticamente significativo (P < 0.05)
En los cachorros se encontré menor frecuencia que en otras edades. Los perros de

raza pura tuvieron mayor frecuencia que los perros criollos. En la estacion del aio,
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se muestra en el mismo cuadro que, donde se obtuvo mayor frecuencia fue en
invierno. En cuanto al tiempo de vacunacion, la mayor frecuencia se obtuvo en los
perros que se vacunaron después de los 6 meses de haber tomado la muestra,
pues la vacunacion sélo permanece durante 6 meses después de haberla aplicado.
La razon de momios mas alta, 2.05, se obtuvo en los adultos, por lo que se infiere
que hay 2.05 veces de mas riesgo que un adulto adquiera la enfermedad,
comparativamente con el cachorro. Otro dato sobresaliente se obtuvo en invierno
donde se observa que hay 1.89 veces mas de riesgo que un perro adquiera la
enfermedad en invierno que en otras estaciones.

Con el objetivo de organizar la poblacion muestreada, los pacientes se ubicaron,
en grupos, adaptados de la AKC, de acuerdo a las caracteristicas fenotipicas
observadas en los perros muestreados, observando que el grupo de pastoreo
mostro la mayor frecuencia de seropositividad, como se muestra en la tabla 6.4.

Cuadro 6.4 Seropositivos por grupo de raza y su frecuencia

Muestras Seropositivos Frecuencia

Grupo de raza (No) (No) (%0)
Mestizos 20 8 40.0
Deporte 28 20 71.4
Sabueso 3 2 66.7
Trabajo 27 17 63.0
Terriers 8 6 /5.0
Juguete 21 15 71.4

Compafiia 10 4 40.0
Pastoreo 14 11 78.6
Total 131 83 63.3

Cabe sefialar que las razas mas frecuentes fueron en primer lugar el labrador
(12%), luego el Poodle (10.8%) y posteriormente el mestizo (9.6%); en el Anexo
4 se muestran todas las razas que se incluyeron en el estudio con sus frecuencias

y el grupo al que pertenecen el ACK.
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6.2 Pacientes del Centro Municipal de Control Canino y Felino

Con el objetivo de contrastar los datos obtenidos en el Hospital Veterinario, se
muestrearon perros del Centro Municipal de Control Canino y Felino donde se
obtuvieron 15 muestras, de las cuales el 66.6% (10/15) resultd seropositivo a una
0 mas serovariedades con titulos > 1:100 y con resultados negativos o menores a

1:100 se encontré un 33.3% (5/15 sueros) como se muestra en la figura No. 6.2.

100+
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T 33.3
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Figura No. 6.2 Seropositividad a L. interrogans en perros del Centro Municipal de

Control Canino y Felino

Comparando las frecuencias de seropositividad del Hospital Veterinario de la UAA
(63.4%) con la seropositividad del Centro Municipal de Control Canino y Felino
(66.6%) se puede concluir que no hay diferencias entre los dos grupos.

En el cuadro No. 6.5 se muestran las titulaciones de las diferentes serovariedades
en donde se observa mayor frecuencia de los sueros seropositivos fueron a una
titulacion de 1:100 y menor frecuencia a los de 1:400 sin obtener titulaciones mas
altas. La serovariedad mas frecuentemente encontrada fue la icterohaemorrhagiae

Palo Alto |a cual le siguid canicolay trassovi.

32



Cuadro No. 6.5 Serovariedades de L. interrogans en muestras de caninos

del Centro Municipal de Control Canino y Felino en sus diferentes

titulaciones
1:100 1:200 1:400 Total
Serovariedad\titulo (20)

Canicola 2(50) 1(25) 1(25) 4 (100)
Hardioprajitno 1(100) 0 0 1(100)
Tarassovi 1(33.3) 1(33.3) 1(33.3) 3(100)
icterohaemorrhagiae Palo Alto  3(33.3) 3(33.3) 3(33.3) 9(100)
canicola Portland vere 1(50) 1(50) 0 2 (100)

En el cuadro No. 6.6 se muestra que las frecuencias tanto en machos como en
hembras, se obtuvo la misma frecuencia, asi como en cachorros y adultos de

caninos muestreados en el Centro Municipal de Control Canino y Felino.

Cuadro No. 6.6 Frecuencia de los grupos por edad y genero de los perros
del Centro Municipal de Control Canino y Felino

Grupo Muestra  Positivos Seroprevalencia
(No) (No) (%)
Género
Machos 6 4 66.6
Hembras 9 6 66.6
Edad (ahos)
Cachorros 3 2 66.6
Adultos 12 8 66.6
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7. DISCUSION

La leptospirosis es una enfermedad zoonoética que hasta donde conocemos, no ha
sido diagnosticada previamente en la poblacion humana o animal en
Aguascalientes, es una enfermedad que puede afectar al hombre por lo que su
presencia es de importancia para la salud animal y publica.

En este estudio se analizé la seropositividad a variedades de L. interrogans spp, en
un grupo de perros atendidos en el Hospital Veterinario y en otro obtenido en el
Centro Municipal de control Canino y Felino. El grupo del Hospital Veterinario se
caracteriza por estar domiciliado, es decir que tiene un duefio o responsable que
pudo aportar informacion precisa acerca de su edad, de sus vacunaciones, tipo de
alimentacion y otros datos relevantes para ayudar a caracterizar el grupo.

El grupo obtenido del Centro Municipal de control Canino y Felino, se caracterizé
por estar integrado en un 50% por animales domiciliados que por alguna razén se
entregaron al centro, pero sin aportar informacion adicional; el resto del grupo
fueron perros vagabundos.

De acuerdo con informacidon proporcionada por integrantes del Colegio de Médicos
Veterinarios de Hospitales y Clinicas especializadas en pequefias especies de
Aguascalientes, los perros domiciliados reciben atencién médica basica, como la
aplicacion de vacunas contra la rabia y otras polivalentes para otras enfermedades,
en las que se incluye la leptospirosis canina. Los dos grupos comparten
caracteristicas de intervenciones médicas preventivas. Por esa razdn pudieran
considerarse como monitores de la poblacién canina que recibe atencion médica
en el municipio de Aguascalientes, Ags. (Comunicacion personal proporcionada
por el Colegio de Médicos Veterinarios de Hospitales y Clinicas especializadas en
pequefas especies de Aguascalientes, 2007), ya que el 50% del grupo obtenido
del Centro Municipal de Control Canino y Felino, estuvo domiciliado.

Como ya se precisd, en el Hospital Veterinario durante 2007, se atendieron 1383

pacientes caninos y se muestrearon 131, lo que representa el 9.4% de la poblacion
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atendida por la institucion. La seropositividad general del grupo de estudio fue del
63.4%, este porcentaje es mayor que el promedio de otros estudios realizados en
otros estados del pais (32.03%). El promedio de muestras de esos estudios fue
318 y a diferencia de nuestro estudio, los perros fueron obtenidos de centros de
control de poblacién canina de las localidades estudiadas, por lo que no se
disponen de datos adicionales que permitan una mejor caracterizacion de los
grupos. (Rivera et al.,, 1999; Jiménez-Coello et a/, 2008 y Sepulveda et a/., 2002).
La seropositividad general de nuestro estudio fue del 63.4%, comparativamente
con estudios nacionales realizados en Mérida Yucatan, en la ciudad de México DF y
Ciudad Guzman, Jal, las prevalencias reportadas son de 35%, 38.5% y 22.6%
respectivamente.

Al comparar la seropositividad general encontrada en el estudio con la reportada
en otros paises, es semejante a la de los estados de New York e Indiana, en EUA,
69% y 59% respectivamente, aunque mayor a la de Texas que fue de 13%, en
Canada fue el 25.7%. Con otros paises de nuestro continente, nuestros datos son
semejantes a los reportados en Venezuela (65%) (Medina y Guerra, 2005), pero
mayores a los de Trinidad (14.6%) (Adesiyun et al., 2006), Brasil (10.5%) (Blazius
et al, 2005) y Argentina (33%) (Tealdo et al, 2007). En paises como Italia
(Scanziani et al, 2002) se reporta una prevalencia de 29.4% y en Tailandia
(Meeyam et al,, 2006) el 11.0%, Iran (Rad et al., 2004) reporta el 31.0%, Espaia
(Hernandez et al., 2005) el 19.8%, Eslovaquia (Skardova et al., 2000) el 12.4%.

En un estudio similar al nuestro en el que se analizaron pacientes de un Hospital
Veterinario de Madras en Chennai, India, (Senthilkumar et al, 2006) se reporta
una seroprevalencia de 57.7% (44/77).

El nimero de muestras analizadas por pais es muy variable, por ejemplo en EUA
(Carter et al., 2003, Goldstein et al, 2006, Moore 2006 y Ward, 2002) van desde
55 hasta 23,005; los estudios realizados en paises de América Latina también el
numero de muestras varia desde 44 casos en Venezuela (Medina y Guerra, 2005),

hasta 590 en Brasil (Blazius et a/, 2005) y en los de Europa el rango es desde 210
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hasta 864 correspondientes a Tailandia (Meeyam et al, 2006) y Espaha
(Hernandez et al., 2005) respectivamente.

La seroprevalencia en diferentes paises incluido el nuestro, evidencian la necesidad
de reforzar las medidas de control para la enfermedad ya que constituye un
problema zoondtico dificil de controlar.

Para diferenciar la exposicidon a la Leptospira, en nuestro estudio se utilizaron 12
serovariedaes, los titulos aglutinantes a partir de 1:100 se consideraron como
positivos. Algunos casos, alcanzaron titulos tan altos como 1:3200 para
serovariedades como la canicola, pyrogenes, bratislava, hardjo-H89,
icterohaemorrhagiae Palo alto y canicola Portland vere; el significado de la
presencia de titulos altos, es controversial, ya que no necesariamente estan
relacionados con la gravedad de un cuadro clinico, ni con el prondstico del
paciente. En general se admite que son sugerentes de que el animal se encuentren
en un periodo de recuperacion a la exposicion al agente (Carmichael, 2001). Por
tal motivo se eligieron para su analisis, los casos positivos 1:100.

Coincidiendo con informacidon previamente publicada (Rose et al., 2002, Medina y
Guerra, 2005, Silva y Riédemann, 2007, Luna et al, 2008, Rad et al, 2004 y
Tealdo et al., 2007), la concentraciéon de 1:100, es el punto de partida para ubicar
a los perros como infectados y es precisamente en ésta titulacion que los
resultados de este estudio mostraron una frecuencia mayor en la seropositividad
(42.4%). Esta mayoria difiere del los reportados por los grupos de Jiménez-Coello
(2008), Rivera Flores (1999) y Sepulveda quienes obtuvieron 13.7%, 61.5% vy
22.6% respectivamente. Estos estudios analizaron 400, 135 y 419 muestras
respectivamente, provenientes Unicamente de centros de control canino de las
localidades, por lo que podemos inferir que son perros vagabundos por lo que no
se conocen sus antecedentes clinico zootécnicos que permitan asociar factores de
riesgo.

Si bien el nimero de muestras no es comparables, sobre todo los estudios de

Mérida, Yucatan México y los de Cd. Guzman, los datos parecen sugerir que las
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condiciones medioambientales tales como la humedad relativa, precipitacion pluvial
y topografia propios del estudio explican el incremento de la seroprevalencia; por
ejemplo en Mérida, donde el periodo de toma de muestras, se realizd después del
huracan Isidor. También se sabe que, la densidad de poblacién y la convivencia
con otras especies susceptibles, desempenan un papel importante en Ia
permanencia de reservorios de la enfermedad (Jiménez-Coello, 2008, Luna et al.,
2008 y Sepulveda et al., 2002).

Al analizar la seropositividad para cada serovariedad de Leptospira consideradas
importantes en nuestro pais, se encontrd que de los casos positivos, los serotipos
que aparecieron con mayor frecuencia fueron icterohaemorrhagiae Palo alto,
bratislava, icterohaemorrhagiae, pyrogenes, canicola y griphotyfosa. Estas
frecuencias se mantienen, en general, en el resto de las titulaciones utilizadas.

Las serovariedades de este estudio difieren con las utilizadas en otros estudios en
el pais; en la ciudad de México y Cd. Guzman, utilizaron un ndmero similar de
serovariedades y analizaron las muestras con titulaciones semejantes a los de este
estudio.

Las serovariedades coincidentes con las de este estudio, mencionadas en orden de
mayor frecuencia, son para el estudio realizado por Rivera et al (1999):
icterohaemorrhagiae, pomona, pyrogenes, canicola, grypotiphosa y hardjo; de la
misma forma en el estudio de Sepulveda et al., (2002) son: tarasovi, griphotyfosa
y hardjo. En el estudio de Jiménez-Coello et a/., (2008) sblo analizaron la canicola
y la icterohaemorrhagiae. La informacion de los estudios anteriores, corresponden
a la titulacién de 1:100. Las frecuencias se mantienen en las titulaciones realizadas
en esos estudios, 1o que es coincidente con las frecuencias de las serovariedades
de nuestro estudio (Rivera et al., 1999; Jiménez-Coello et al, 2008 y Sepulveda
et al., 2002).

Por otra parte, en ambito internacional, Buenos Aires, Argentina menciona que la

cynopteri, castellonis, canicola y pyogenes como las de mayor frecuencia; En Chile
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las mas frecuentes fueron ballum, canicola e icterohaemorrhagiae. Estudios en
Brasil reportan pyrogenes, canicola, icterohaemorrhagiae y copenhageni.

Trinidad reporta que la serovoariedad mas frecuente fue la autumnalis, seguida de
la mankarso e icterohaemorrhagiae RGA, en los estudios realizados en EUA fueron
autumnalis, griphotyfosa y bratislava. La Republica Eslovaca identifica con mayor
frecuencia a la icterohaemorrhagiae, griphotyfosa y bratislava. Tailandia reporta a
las serovariedades batavie, canicola, australis e icterohaemorrhagiae, como las de
mayor frecuencia en sus estudios. Por otra parte Teran, Irdn menciona que en su
estudio, la canicola, icterohaemorrhagiae y griphotyfosa, son las de mayor
frecuencia. En el estudio de Channai, India, las seroviariedades con mayor
frecuencia fueron australis, grippotyphosa y javanica ; las serovariedades
coincidentes con nuestro estudio fueron la canicola e icterohaemorrhagiae aunque
no las mas frecuentes.

Tal divergencia en las serovariedades utilizadas, sugiere que ya se conocen las
serovariedades importantes para cada region o que las muestras se analizaron con
serovariedades disponibles.

Nuestros resultados muestran seropositividad para serovariedaes como la
icterohaemorrhagiae, pyrogenes y canicola encontrada también en otros estudios
en México y los de otros paises (Rivera et al, 1999; Jiménez-Coello et al, 2008
Sepulveda et al,, 2002, Hernandez et al., 2005, Adesiyun et al., 2006, Blazius et al,
2005, Meeyam et al, 2006 Carter et al, 2003, Senthilkumar et al., 2006, Silva y
Riédemann, 2007, Skardova et a/, 2000, Goldstein et a/, 2006, Rad et al., 2004,
Moore 2006, Ward, 2002, Medina y Guerra, 2005, Prescott et a/, 2002, Tealdo et
al., 2007 y Scanziani et al., 2002).

Esto sugiere la existencia, a nivel mundial, de factores locales o regionales que
favorecen a algunas serovariedades, lo que confirma el caracter de cosmopolita de
la Leptospira, por otra parte también podemos inferir que otros factores, limitan el
desarrollo de otras, confinandolas a regiones con caracteristicas particulares. Por

otro lado la infeccidon producida por la serovariedad canicola es la mas comun, y se
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relaciona con la transmision a través de orina de perros infectados (Luna et al,
2008).

La coaglutinacién de las muestras analizadas en nuestro estudio fue frecuente, los
rangos encontrados fueros desde 10 hasta 1 coaglutinaciones, las mayores fueron
24, 18 y 18 para dos, tres y un serotipo respectivamente. Las serovariedaes en las
que se encontré mayor frecuencia en la coaglutinacion, en titulos de 1:100,
fueron:  icterohaemorrhagiae  (10), Bratislava (6), griphotyfosa (5),
icterohaemorrhagiae Palo alto (4), pyrogenes y Pomona (3), canicola y tarasovi
(2). Esto coincide en el estudio de Rad et a/, 2004, donde se encontré 5.5% de
coaglutinaciones a tres serovariedades y 6.3% a dos serovariedades.

Por otro lado, se sabe que la leptospirosis canina provocada a la serovariedad
icterohaemorrhagiae, es menos frecuente y se asocia a la presencia de ratas que
son portadoras y transmisoras de la enfermedad (Luna et al. 2008 y Sepulveda et
al., 2002). Los resultados de nuestro estudio demuestran que es las
icterohaemorrhagiae e icterohaemorrhagiae Palo Alto tienen una alta frecuencia, lo
que sugiere que las ratas pudieran ser el principal reservorio de la enfermedad, lo
que debe de orientar a disefiar acciones para controlar esta fauna nociva.

Las vacunas polivalentes que incluyen antigenos para la leptospira que se aplican
en la ciudad de Aguascalientes incluyen principalmente las serovariedades canicola
e /cterohaemorrhagiae hasta nuestro conocimiento no se ha documentado de
manera sodlida la inmunidad cruzada entre las serovariedades (Srivastava, 2006,
Silva y Riédemann, 2007 y Luna et a/., 2008).

Los resultados del estudio evidencian la exposicidn a todos los serotipos utilizados,
por lo que consideramos que esta informacion, pueden contribuir a la
caracterizacion de la enfermedad y a decidir acciones de control, al menos en la
poblacion canina que recibe atencidon médica. Se debe destacar la inclusiéon en el
estudio de dos serovariedades, la /icterohaemorrhagiae Palo alto y canicola
Portland vere, que presentaron una seropositividad, en titulos 1:100, de 28/83 y

16/83 respectivamente.
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Los titulos de anticuerpos indican la condicidén de los pacientes respecto a si deben
considerarse como infectados o vacunados, es decir que un titulo mayor de 1:100,
indica que los anticuerpos se desarrollaron por una infeccién y no por efecto de la
aplicacion de una vacuna. De acuerdo a los titulos de anticuerpos obtenidos en el
estudio, los perros seropositivos se consideran enfermos o sospechosos, debido a
un contacto efectivo con la bacteria, lo que indica la presencia de la infeccion en el
perro, y del mismo modo, la posibilidad de la presencia de reservorios, lo que
incrementa la probabilidad de transmision a otros animales y en ultimo caso
también al hombre (Ward, 2002b y Ferro et al., 2006 y Brod et al, 2005). En el
estudio, las muestras que no presentaron titulos mayores o iguales a 1:100, se les
clasific6 como seronegativos, son perros a los que se les pudiera considerar, con
exposicion pasada sin considerarse infectados o por vacunacién (Sandow vy
Ramirez, 2005).

Esto implica que pueden transmitir la enfermedad a través de la orina a perros
seronegativos (Hernando, 1980) entrando la bacteria por mucosas o piel raspada
(Levett, 2001).

En el estudio se encontré que los perros enfermos de problemas urinarios son de
los mas altos en los frecuentes a la enfermedad, esto se relaciona puesto que la
bacteria afecta directamente el rindn (Aytug, 2004), por lo que se recomienda
incluir en las listas de diagndsticos diferenciales la enfermedad cuando un paciente
presente problemas urinarios.

Se encontrd que no hubo diferencia estadisticamente significativa en los otros
motivos de consulta puesto que la enfermedad no presenta signos claros
(Schreiber et al., 2005), lo que no es facil diagnosticar la enfermedad con los
signos clinicos; por lo que se recomienda realizar estudios a todo aquel perro que
pueda llegar a ser sospechoso de la enfermedad.

La serovariedad mas frecuentemente encontrada fue la icterohaemorrhagiae Palo

Alto tanto en los pacientes del Hospital Veterinario asi como los del Centro
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Municipal de Control Canino y Felino, puesto que ambos grupo de pacientes son de
Aguascalientes, en otras regiones del pais no se realizo la prueba para esta
serovariedad (Rivera et al,, 1999; Jiménez-Coello et a/., 2008 y Sepulveda et 4.,
2002) por lo que se recomienda informar a los laboratorios productores de vacunas
esta informacion para poder incluirlas en las bacterinas, ademas de incluirla en los
estudios epidemioldgicos préximos.

De acuerdo con la informacidon disponible, es muy probable que los pacientes
seropositivos tuvieron contacto con la orina de algin animal que contribuye a la
prevalencia de la enfermedad como los cerdos, ovejas, cabras, bovinos, caballos y
primates no humanos (Ciceroni et al, 2000; Cisneros et al, 2002; Luna et al,
2005; Feraud y Abelardo, 2005; Moles et al., 2002 y Faine et al., 1999)

La segunda serovariedad mas frecuente fue la bratislava y la tercera fue canicola,
esto probablemente debido a que el perro es huésped reservorio de la esta
serovariedad (Carmichael, 2001).

El no encontrar diferencias estadisticamente significativas entre algunas clases
apoya lo que dicen Nelson y Couto en 2005, que la leptospirosis canina se puede
presentar en perros de cualquier género y de cualquier alimentacion, sin embargo
coinciden en la tendencia de los perros machos con Meeyam y colaboradores en
2006, y tanto las hembras como los machos deben de tener medidas preventivas y
en los machos acentuar cuidados en aquellos que distribuyen mucho la orina por
comportamiento de marcaje territorial por dominancia (Heiblum, 2004). Y la ligera
tendencia de los perros alimentados con croquetas se relaciona a que las
croquetas estan expuestas a la contaminacion de orina de rata (Hernando, 1980).
En los cachorros del Hospital Veterinario se encontraron menor frecuencia que en
otras edades, siendo en los perros del centro de control canino y felino iguales en
machos y hembras y en adultos y cachorros. La literatura indica que los perros
adultos son mas frecuentes en presentar la enfermedad (Aguilar et al., 2007), esto
por el marcaje territorial de los adultos (Heiblum, 2004), por lo que en la poblacion

de perros adultos hay enfatizar la atencidon de la enfermedad. Ademas se encontrd
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la razén de riesgos de 2.05, lo que indica que hay una alta asociacion entre la
seropositividad y la edad del paciente. En los cachorros se encontrdé menor
frecuencia que en otras edades, probablemente por la falta de contacto con medio
ambiente contaminado dentro de las casas de los propietarios.

El invierno fue la estacion del afo con mas pacientes seropositivos a la
enfermedad probablemente a la resistencia de la bacteria en temperaturas frias de
7°C a 36°C (Carmichael, 2001), por lo que no solo en verano y principios de otofo
hay que tener medidas preventivas contra esta enfermedad. Ademas se obtuvo la
razon de momios o de riesgos que fue de 1.89, lo que indica una alta asociacion
entre la seropositividad y el invierno.

La raza con mayor frecuencia fue el labrador, la cual presenta afinidad por el agua
y el ser cazador o cobrador lo hace mas propenso al contacto con la bacteria por
las caracteristicas de su supervivencia (Carmichael, 2001), por lo que se propone
informar a los propietarios de estas razas que el labrador es la raza que tiene
mayor riesgo de padecer la enfermedad y que se debe de ser escrupuloso con las
medidas de prevencion. Sin embargo las razas grandes y pequefias son infectadas
a nivel similar (Senthilkumar et a/, 2006); posteriormente el criollo y después el
Poodle, ambas razas son muy frecuentes en la ciudad de Aguascalientes (Martinez,
2006).

Las serovariedades mas frecuentes no coinciden con otros estudios hechos en el
pais (Rivera et al,, 1999; Jiménez-Coello et a/., 2008 y Sepulveda et 4., 2002),
por lo que la enfermedad esta distribuida a nivel nacional en diversas frecuencias
segun las serovariedades. Sin embargo Brown en 1996 describe que las
serovariedades mas comunes en perros son las L. icterohaemorrhagiae, L. canicola
y L. grippotyphosa, coincidiendo en el presente estudio con L.canicola. Y también
se menciona que L. canicola e icterohaemorrhagiae son las mas importantes en
perros (Hernandez et a/., 2005).

Las dos serovariedades mas frecuentes encontradas en el Hospital Veterinario, no

estan presentes en las bacterinas comerciales que se encuentran en la region; sin
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embargo la segunda mas encontrada en el Centro Municipal de Control Canino y
Felino de Aguascalientes fue la canicola que se contiene en todas las bacterinas.

Se encontrd similitud en los datos en la frecuencia de los perros del Centro
Municipal de Control Canino y Felino, con los perros del Hospital Veterinario, donde
los perros del Hospital Veterinario, cuentan con duenos responsables que tratan de
mantener a sus mascotas con las mejores condiciones, por lo que se deben
realizar medidas para disminuir la elevada frecuencia en la region educando e
informando a dichos duefios. También se necesita evaluar la poblacién de perros
callejeros pues son perros que potencialmente pueden transmitir la bacteria.

La similitud de la seropositividad entre los perros del Centro Municipal de Control
Canino y Felino de Aguascalientes y los del Hospital Veterinario puede
interpretarse como que pudieran ser buenos estimadores de la situacion de la
leptospirosis canina de los perros de la ciudad de Aguascalientes, pues la
estructura de la poblacién influye en la medida en que el tamaio de la poblacién
en riesgo se puede evaluar, asi como afectan a la forma en que se produce la
enfermedad y persiste en la enfermedad (Thrusfield, 2005). Por lo que se expresa
una representatividad de lo que sucede en los perros de la ciudad con la validez de
la prueba para detectar la enfermedad (Levett et a/., 2005).

Las serovariedades encontradas en los perros del Centro de Control Canino vy
Felino del Municipio de Aguascalientes son menores que las encontradas en el
Hospital Veterinario, esto se atribuye al menor nimero de muestras, seguramente
si se obtuviera un nimero de muestras similar a las del Hospital Veterinario, se
pudiera encontrar mas serovariedades.

En ambos lugares se utilizd el mismo método de muestreo no probabilistico por
conveniencia (Thrusfield, 2005), y el tener resultados semejantes puede indicar
que las muestras son representativas de la poblacion de la ciudad de

Aguascalientes.
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8. CONCLUSIONES

El presente estudio aporta informacion en cuanto a la seropresencia de Leptospira
en caninos y de algunos elementos asociados a la seropositividad.

En Aguascalientes se tienen condiciones que favorecen la presencia de Leptospira
al menos en la poblacion canina.

La seropositividad en los pacientes muestreados, se encontrd mas elevada
comparada con otros estudios nacionales.

La serovariedad mas frecuente fue la Leptospira icterohaemorrhagiae Palo Alto, \a
cual no esta presente en las vacunas disponibles, ni tampoco ha sido reportada en
otros estudios nacionales en los caninos.

No se encontrd relacidon entre el género, raza, alimentacién y estado de vacunacion
con la enfermedad.

La edad de los pacientes mostré estar estrechamente asociada con la
seropositividad, ya que fue mayor en los adultos.

La presencia de las serovariedades parece estar influenciada por la zona
geografica, ya que en otras se reportan algunas serovariedades diferentes.

La identificacion de las condiciones que favorecen el desarrollo de la Leptospira,
permite tomar acciones que permitan mantener el control de la enfermedad.

El contrastar pacientes del Hospital Veterinario asi como en el Centro Municipal de
Control Canino y Felino de Aguascalientes, sugiere que los pacientes de la calle y/o
entregados por abandono, tienen condiciones semejantes de ser infectados por la
Leptospiray convertirse en reservorios y fuentes de infeccion.

Las vacunas disponibles no incluyen serovariedades identificadas en nuestro

estudio.
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10. GLOSARIO

ABREVIATURA

SIGNIFICADO

Ags
Cd

CP
ELISA

et. al

EV

IgG
IgM

IM

INEGI

INIFAP

Kg

Km

mL
mm
No

oC

Aguascalientes
Ciudad

Codigo Postal

Enzyme linked immunosorbent assay

Y colaboradores

Endovenoso

Inmunoglobulina G

Inmunoglobulina M
Intramuscular

Instituto  Nacional de Estadistica,
Informatica

Instituto Nacional de

Investigaciones Forestales,

Agricolas y Pecuarias

Kilogramos

Kilometro

Leptospira

Mililitros

Milimetros

NUmero

Grados Centigrados
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PO Via Oral

Rpm Revoluciones por minuto
SAGARPA Secretaria de Agricultura, Ganaderia, desarrollo rural,
pesca y alimentacion.

UAA Universidad Auténoma de Aguascalientes
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11. ANEXO 1

CUESTIONARIO CLINICO ZOOTECNICO

Numero de muestra:

Nombre del paciente:

Expediente:

Oal|la22a3 |3a4|4a5|5a6

6a’7

7a8

8a9

9a10

10 <

Sexo: 1 Macho 2 Hembra

Raza:

Domicilio:

Alojamiento y recreacion

0 Sin humedad, casi nunca sale de casa, solo al veterinario

1 Sale a pasear en la colonia y a veces a algun parque

2 Sale a pasear a parques y a veces a presas Y lagos

3 Sale a presas y lagos muy seguido

Alimentacion:

1 Croquetas

2 Comida casera (con carne cocida)

3 Carne cruda dentro de la dieta

Vacuna contra leptospira

1 Hace menos de 6 meses que se vacund

2 Hace mas de 6 meses que se vacund

3 No se vacunoé
4 No sabe

Motivo de ingreso al hospital:
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12. ANEXO 2

Base de datos de muestras de enero a marzo de 2007

oy 1 = 1 = 1 = 1 = 1 U 1 = y 1 U 1 S 1
| Muestra Faciente Edad Sexo Raza Alojamiento Alimentacion! “acuna tativo tes
| 1 Balon 9 1 1 0 2 3 1 1
| 2 Kimba 1 1 1 3 1 3 2 1
| 3 Esme 3 2 1 3 3 3 3 1
| 4 Caffie 1 2 2 ] 1 1 3 1
| 5 Pelusa 8 2 3 1 2 4 4 1
| ] Tasha 2 2 4 ] 1 1 5 1
| 7 Nala 9 2 5 ] 1 1 = 1
| g8 Shagyi g 1 g 1 1 3 = 2
| 9 Ruffa 10 1 7 0 1 3 3 2
| 10 hlirmis 9 2 5 2 1 3 B 2
| 11 Chato 3 1 1 ] 1 3 3 2
i 12 Scooby doo 1 1 g 0 1 1 2 2
| 13 Carmila = 2 9 0 1 3 7 2
| 14 Chola 11 2 10 ] 1 4 3 2
| 15 Kineret 11 2 1 ] 1 3 5 2
| 16 Frida 8 2 11 ] 1 3 3 2
| 17 Jack 11 1 5 1 1 3 1 2
| 18 Tato 11 1 10 0 2 3 2 2
i 19 Coaper 11 2 ] 0 1 2 4 2
| 20 Pancha 10 2 g8 ] 1 4 3 2
| 21 Rurmi 1 2 ) 1 1 2 g8 2
| 22 Jogefa 4 2 10 0 1 3 2 2
i 23 sin nambre 1 1 1 2 1 3 3 2
| 24 Camila 4 2 12 ] 1 3 = 3
| 25 Labo 10 1 11 ] 1 3 g8 3
| 26 Reina 8 2 13 1 1 2 5 3
| 27 Danube 9 1 14 ] 1 2 1 3
| 28 Flaffy 1 1 1 2 1 4 4 3
| 29 Carmila 2 2 15 ] 1 2 9 3
| a0 Taro 2 1 3 0 1 1 1 3
| 31 Blacky 4 1 10 ] 1 3 5 3
| 32 Baloo g8 1 3 ] 1 3 g8 3
| a3 Pinky 1 1 16 ] 1 4 9 3
| 34 Wern 2 1 10 2 2 2 3 3

Donde

Raza: 1 criollo, 2 Weimaraner, 3 Viejo Pastor Inglés, 4 Pomeranian, 5 Cocker
Spaniel, 6 Shar pei, 7 Maltés, 8 Chihuahueno, 9 Labrador, 10 Poodle, 11 Pastor
Aleman, 12 Akita, 13 Terrier Escocés, 14 Bull Dog Inglés, 15 Chow Chow y 16 Bull
Terrier

Motivo o Problemas: 1 Urinario, 2 Neuroldgicos, 3 Gastrointestinales, 4
Tumores, 5 Pruebas Preanestésicas, 6 Signos reproductivos, 7 Traumatismo, 8
Respiratorios y 9 Dermatoldgicos

Mes: 1 Enero, 2 Febrero, 3 Marzo

Nota: Las otras interpretaciones de los niUmeros se encuentran en Anexo 1
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13. ANEXO 3

Materiales y reactivos

Materiales

e Pipetas

e Puntas de pipetas

e Probetas

e Tubos de vidrio

e Placas para microtitulacion
e Autoclave

e Filtros

e Centrifuga

e Autoclave

e Portaobjetos

e Mechero

e Asa bacterioldgica

e Campana de Flujo laminar
e Microscopio de Campo oscuro
e Filtro para suero de conejo
e Jeringas

e Rasuradora

e Torundas de Algoddn

e Cabina de sembrado

e Potenciémetro

e Bascula
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Reactivos.
e Solucion PBS
e Cepas de serovariedades de Leptospira
e Alcohol
o Gas
e Agua destilada
e Medio de cultivo COX Modificado de suero de conejo
e Aceite de inmersidn
e Fosfato de potasio

e Fosfato de Sodio
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14. ANEXO 4

Razas incluidas en el estudio, sus frecuencias y

grupo de la AKC a la que pertenecen

Grupo
Raza Frecuencia AKC
Mestizo 9.6 0
Weimaraner 2.4 1
Viejo Pastor Inglés 3.6 7
Pomerania 1.2 5
Cocker Spaniel 8.4 1
Shar Pei 2.4 6
Maltés 1.2 5
Chihuahuefio 4.8 5
Labrador 12.0 1
Poodle 10.8 5
Pastor Aleman 7.2 7
Akita 2.4 3
Terrier Escocés 1.2 4
Bull Dog Inglés 1.2 6
Chow Chow 0.0 6
Bull Terrier 2.4 4
Rottweiler 1.2 3
Pastor Belga 1.2 7
Boxer 4.8 3
Schnauzer 2.4 4
San Bernardo 4.8 3
Samoyedo 2.4 3
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Dalmata
Doberman

Husky Siberiano
Golden Retriever
Pastor Australiano
Mastin Napolitano
Dachshund

Pit Bull Terrier

Beagle

1.2
2.4
1.2
1.2
1.2
1.2
1.2
1.2
1.2

N A N W N P W W O
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15. ANEXO 5
LEPTOSPIROSIS CANINA EN PACIENTES DEL HOSPITAL VETERINARIO UAA.

Resumen

La leptospirosis es una zoonosis bacteriana de distribucién mundial que no siempre
presenta signos clinicos claros, puede presentar hasta el 25% de mortalidad en
algunas regiones en humanos, siendo el perro uno de los principales transmisores
de la enfermedad. Con el objeto de determinar la presencia de la bacteria, se
recolectaron muestras sanguineas de 101 perros en el hospital veterinario UAA, los
sueros fueron analizados mediante AM para detectar anticuerpos antileptospira
para doce serovariedades. Los resultados obtenidos a la fecha, mostraron que
setenta y un sueros (70.29%) fueron positivos a una 0 mas serovariedades. Las
serovariedades mas frecuentes detectadas han sido la Bratislava e

Icterohaemorrhagiae Palo Alto.
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INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad zoonética de distribucion mundial causada por
la especie Leptospira que puede producir desde una infeccion subclinica hasta una
infeccidon multiorganica de alta mortalidad (Levett, 2001). Las infecciones se
presentan principalmente en areas subtropicales y tropicales, en suelos alcalinos y
en verano e inicio del otofio por las lluvias torrenciales. La Leptospira se elimina
por orina e infectan de forma directa por mucosas intactas o abrasiones cutaneas y
de forma indirecta donde la orina contamina aguas o suelos y la bacteria ahi
permanece y se introduce de la misma manera, siendo la forma indirecta la fuente
mas comun de la infeccidn. En diferentes publicaciones se ha identificado a la rata
es uno de los reservorios mas importantes para la enfermedad y al perro uno de
los principales transmisores (Bharadwaj, 2004 y Fontaine, 2006). La mayoria de
los perros cursa con una infeccidn subclinica (asintomatica) y aquellos en los
cuales evoluciona a la forma clinical presentan trastornos gastrointestinales como
anorexia, vomito y diarrea asi como signos hemorragicos como petequias,
equimosis, melena y epistaxis, aunque también puede ocasionar dafio renal y/o
hepatico. (Nelson y Couto, 2005). En México Rivera y colaboradores, en 1999,
reportan una seroprevalencia a Leptospira , en el norte de la ciudad de México, de
un 38.51% y en 2002, Sepulveda y colaboradores en 2002 encontraron un 22.6%
en la una poblacidon canina. En el estado de Yucatan un grupo de investigadores
encontraron una prevalencia 35% de (Jiménez-Coello et al., 2008). La enfermedad

se presenta en perros de cualquier edad, raza o sexo sin inmunidad previa (Nelson
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y Couto, 2005). Los pacientes con mayor riesgo son los machos, con edades de 4
a 7 anos (Meeyam et al., 2006). Los perros de raza mixta, los de pastoreo y los de
trabajo, tienen mas riesgo de adquirir la enfermedad (Ward et a/, 2002). Esta
enfermedad es una zoonosis importante ya que anualmente se han reportado
aproximadamente 10 millones de casos de humanos en el mundo, con tasas de
mortalidad hasta del 25% en algunas regiones, siendo los animales de compania
los que facilitan la transmision (Ganoza et al/, 2006). El andlisis de AM es el
método oficial segun la NOM 029 SSA2-1999, para el diagndstico de leptospirosis,
la cual es el método seroldgico estandar para el diagndstico, que requiere tiempo y
es un riesgo para el personal que la realiza porque se basa en el mantenimiento de
cultivos de la bacteria (Lilenbaum, et a/,, 2002). El tratamiento habitual consiste en
la aplicaciéon de antibidticos, siempre y cuando no exista un dafio renal y/o
hepatico en donde se tiene que dar tratamiento especial como la didlisis (Beckel et
al., 2005). Para prevenir la enfermedad en canideos, se utiliza una bacterina que
incluye cuatro serovariedades, L. icterohaemorrhagiae, L, canicola, L.
grippotyphosa y L. Pomona, lo que sugiere que aun la poblacién vacunada no
desarrolla proteccion en contra de otras variedades presentes en algunas regiones
(Carmichael, 1999). La serovariedad mas frecuente encontrada en Yucatan en
2008 por Jiménez-Coello y colaboradores fue L. canicola, sin embargo se han
detectado otras propias de otros entornos ecoldgicos. De acuerdo con estudios
mas recientes, se considera que la educacion para la salud y la informacion médico

zootécnica es uno de los métodos mas importantes y efectivos para la prevencion
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de esta enfermedad, por lo que el conocimiento de la enfermedad en ambientes
particulares proporciona mayor informacion al respecto de la medidas de control
que pudieran adoptarse (Carrada, 2005 y Fontaine, 2006).

El objetivo del presente trabajo es evaluar la presencia de anticuerpos contra
Leptospira en pacientes que ocurren al Hospital Veterinario de la Universidad
Auténoma de Aguascalientes ya que se considera una instancia sanitaria que

puede contribuir al monitoreo de esta zoonosis.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio: El trabajo se desarrolla en el Hospital Veterinario de la
Universidad Autonoma de Aguascalientes, ubicado en la calle Guadalupe Gonzalez,
numero 603 Colonia Cd. Universitaria, en la Aguascalientes.

Seleccién de pacientes: Los perros que se han incluidos en el estudio, aquellos
que se acudieron a consulta y a los cuales se les solicitd un analisis de sangre con
propositos diagndsticos, y aprovechando el procedimiento, se solicitd el
consentimiento del propietario, para obtener un volumen adicional para la prueba.
En todos los casos se obtuvo el consentimiento informado del propietario o
responsable del paciente.

Toma de muestras sanguineas: las muestras se obtuvieron de vena yugular,
cefalica o safena, dependiendo del caracter y tamaiio de cada paciente (Benjamin,

1984), se colocaron en tubo para su centrifugacion a 4500 revoluciones por
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minuto; el suero obtenido se colocd en tubos de plastico con tapa de presidn, se
identificaron y conservaron en congelacion para su analisis posterior.

Prueba seroldgica: Se ha realizado en la ciudad de México, en el laboratorio de
Palo Alto del INIFAP de SAGARPA ubicada en el Km. 15.5 Carretera México Toluca,
Cuajimalpa D.F., donde se disponen de la prueba de AM para las serovariedades
de leptospira. canicola, gripopotyphosa, hardioprajtno, iceterohaemorragiae,
Pomona, pyrogenes, tarassovi, wolfi, bratislava, hardio H-89, icterohaemorrhagiae
Palo Alto y canicola Portlan vere.

Recopilacion de la informacion: De cada paciente se obtuvo informacion mediante
un formato, ex profeso, para registrar los datos generales del paciente (género,
raza, alimentacion, fecha de vacunacion contra la Leptospira) y el motivo de
ingreso al servicio hospitalario. Durante el periodo que se informa, se obtuvieron
muestras e informacion clinico-zootécnica de 101 pacientes.

Analisis de datos: Se analizaran utilizando el software estadistico SAS (1999),
aplicando una regresion logistica e identificando la probabilidad de Chi cuadrada

(Steel y Torrie, 1988).

RESULTADOS PRELIMINARES

De los sueros recolectados de (n=101), los resultados mostraron una
seropositividad del 70.29% (71/101) a una o mas serovariedades con titulos >
1:100. Las serovariedad mas frecuente fue la Icterohaemorrhagiae Palo Alto.

(Cuadro 1).
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Cuadro 1. Titulos de serovariedades de leptospira identificados por la
prueba de AM en sueros de perros que ocurrieron al Hospital Veterinario

UAA
Serovariedad 1:100(1:200|1:400(1:800|1:1600|1:3200
Canicola 7 7 6 1 0 0
Grippotyphosa 7 7 4 0 1 0
Hardioprajitno 3 0 0 0 0 0
Icterohaemorrhagiae 14 1 4 1 1 0
Pomona 6 7 1 0 0 0
Pyrogenes 8 3 3 0 0 0
Tarassovi 3 4 1 0 0 0
Wolfi 1 1 0 0 0 0
Bratislava 19 13 6 7 0 2
Hardjo H-89 2 1 1 2 0 1
Icterohaemorrhagiae Palo Alto| 24 15 9 4 0 2
Canicola Portland vere 5 6 1 1 1 2
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En el cuadro 2, se muestran de forma general, las caracteristicas generales del

grupo integrado, asi como algunos datos obtenidos a la fecha.

Cuadro 2. Caracteristicas generales del grupo de pacientes muestreados
Yy seropositividad de acuerdo a .

Caracteristica Muestras | Positivos | Seropositividad
(No.) (No.) (26)
Género
Machos 51 36 70.5
Hembras 50 35 70.0
Edad (afhos)
0Dal 30 12 40.0
la4 21 18 85.7
4a7 10 7 70.0
Mas de 7 40 34 85.0
Condicidn racial
Criollo 17 8 47.0
Raza pura 84 63 75.0
Alimentacion
Croquetas 87 62 71.2
Comida casera 14 9 64.2
Estacion del afo de
muestreo 35 23 65.7
Primavera 32 23 71.8
Verano
Otofo 33 25 75.7
Invierno
Tiempo de Vacunacion
Menos de 6 meses 13 9 69.2
Mas de 6 meses 31 25 80.6
Sin vacunas 42 28 66.6
No sabe 15 9 60.0
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DISCUSION

Los resultados parciales del estudio muestran elevada seroprevalencia, en
comparacion con otros estudios del pais, no encontrar diferencias entre algunas
clases apoya lo que dicen Nelson y Couto en 2005 que mencionan que la
enfermedad se presenta en perros de cualquier género y cualquier alimentacion;
coinciden en la tendencia de los machos con Meeyam y colaboradores que en el
2006 publicaron que los machos tienen mas riesgo de adquirir la enfermedad. Las
serovariedades encontradas en otros estudios en México (Rivera et al, 1999,
Sepulveda et al, 2002 y Jiménez-Coello et a/,, 2008) no coinciden como las mas
frecuentes encontradas en este estudio. En conclusién, el presente estudio
identificd una seropositividad en las serovariedades analizadas, esto parece estar
influenciado por la zona geografica. Consideramos que el curso del estudio es
adecuado conforme a lo programado y que los resultados obtenidos a la fecha
indican que al finalizar el estudio se alcanzaran los objetivos trazados

originalmente.
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