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RESUMEN.

Procedimientos Comparativos de Diagnostico para Leptospirosis en
Animales Domésticos

La Leptospirosis es una enfermedad infecciosa, causada por bacterias
espiroquetas, del genero leptospira, y que se trasmite generalmente por
contacto directo con animales domésticos infectados o por contacto indirecto a
través de aguas contaminadas por la orina de los animales.

La Leptospirosis es una zoonosis de amplia distribucién mundial, de gran
importancia en la medicina tanto humana como veterinaria dada la manera en
gue afecta la salud del hombre y de los animales. Causada por una espiroqueta
del genero Leptospira, cuyas especies, interrogans y borgpetersenii, entre
otras, son patdgenas para el ser humano y los animales y biflexa, que es
saprofita y se localiza en la superficie del suelo y el agua.

Los animales domésticos mas afectados son los perros, vacas, cerdos y
caballos. Actuando las ratas y ratones como reservorios primarios. En los
roedores se produce una infeccion renal crdénica, con excrecion grandes
cantidades de bacterias en la orina. Las bacterias generalmente mueren al
estar expuestas al calor, la luz, detergentes, o desinfectantes, pero pueden
permanecer viables en aguas alcalinas o en suelo hiumedo.

Para la investigacion de este presente trabajo nos basaremos en la
especie bovina, lo cual nos interesara el dafio renal como es una nefritis
intersticial lo cual es una inflamacion del rifidn la cual esta causada por la
bacteria y las toxinas que estas liberan.

Wharthin-starry es una técnica de tincion de nitrato de plata utilizadas
en histologia. Se introdujo por primera vez en 1920 por patélogos Americanos
Aldred Wharthin y Allen S. C. utilizada para la deteccién de espiroquetas. Se ha
considerado la mejor prueba para le deteccién de espiroquetas.

La tincién con plata es el uso de plata para modificar selectivamente el
aspecto del objetivo.

Los organismos de leptospira pueden demostrarse en los tabulos
renales de los animales con infeccion en los rifiones. La digestion de la
pepsina se puede utilizar para mejorar el acceso de inmunofluorescencia o
manchas inmuno oro a los antigenos de leptospira. La aplicacién de la tincién
inmunohistoquimica para abortar tejido fetal es posible, pero puede verse
obstaculizada por los cambios auto liticos.

Palabras clave: Leptospira, Diagndstico, Técnica, Wharthin-Starry,
Incidencia.
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1. INTRODUCCION

La primera descripcion de la enfermedad la presento el Dr. Adolfo Weil,
en 1886, en Alemania, en cuatro pacientes humanos con la enfermedad febril
acompafnada de trastornos renales, inflamacion de higado y bazo e ictericia
generalizada. Golmilch (1887) la refiere como “enfermedad de Weil” cuando se
presenta en un paciente con cuadro ictérico; sin embargo, el agente causal fue
descubierto por Inada e Ido en Japon, en 1914, donde lo reportaron como una
“espiroqueta” (Blood; 1996).

En 1917, el investigador japonés Hideo Noguchi, logro aislar la bacteria
a partir de ratas silvestre capturadas en Japon, Bélgica y Estados Unidos,

proponiendo la creacion del genero Leptospira (Faine et al: 1999).

En 1918, Noguchi, en el puerto de Guayaquil, Ecuador, al realizar
investigaciones sobre la fiebre amarilla descubrié en la sangre de los enfermos
una espiroqueta que llamo leptospira icteroides. En diciembre de 1919 se
traslada a Mérida Yucatan, y describe el primer caso de Leptospirosis en
México. En la peninsula de Yucatdn, en 1984 zalava et al; reportan
seropositividad en os humanos de 14.1%, porcinos en 23.3% y bovinos en
11.3% (Cottral, 1986; Faine et al; 1999)

La Leptospirosis era reconocida como un peligro para los que se
ocupaban de cosechar arroz en antigua china (faine, 1994), y los japoneses la
nombraban akiyami o fiebre de otofio, persistente aun en la medicina moderna.
En estudios retrospectivos, la descripcion clara de leptospira ictérica pudo ser
reconocida antes del siglo 19, algunos afios antes de la descripcion por Weil
(Faine, 1994). Se ha sugerido que la serovariedad icterohemorragica de la
leptospira interrogans fue introducida accidentalmente a Europa en el siglo 18 y
se extendid hacia el oeste de Europa y Asia por ratas Rattus norvegicus (Allent
et al; 1999).

Independientemente la etiologia de Leptospirosis, se demuestra en
Japon y Alemania en 1915 (Everard, 1996). En Japdn, se detectaron
espiroquetas y anticuerpos especificos en 1915 en sangre de mineros

japoneses con ictericia infecciosa, y dos grupos ambos alemanes estudiaron a



soldados preocupados por la “Enfermedad Francesa” en las trincheras del
noroeste de Francia. Uhlenhuth y Fromme (Taylor et la; 1991) y Huberner y
Reiter (Isogai, 1997) detectaron espiroquetas en sangre de cuyos inoculados
con sangre de soldados infectados. Desafortunadamente estos dos grupos
entraron en controversia y las primeras publicaciones las tuvieron por casi 8
meses (Everard, 1996). La confirmacion de la presencia de Leptospirosis en
ambos lados del frente occidental fue obtenida rapidamente después del

trabajo publicado en Europa y la India (Stokes et al; 1987).

La importancia que ocupa como factor del riesgo fue reconocida
tempranamente. El papel de la rata como fuente de infeccion para el humano
fue descubierta en 1917 (Ido et al; 1987), mientras que la potencia de la
enfermedad por leptospira en perros fue reconocida, pero la distincion clara
entre la infeccibn en caminos con L. interrogans serovariedades
icterohemorragica y canicola tomo varios afios (Klarenbeek y Schuffner, 1983).
La Leptospirosis en ganado fue reconocida algunos afios después (Altson y
Broom 1988). Varias monografias proporcionan informacién temprana y
extensa para conocer el desarrollo de la Leptospirosis (Altson y Broom 1988;
Faine 1994: Faine et al; 1999).

1.1 Objetivos:

e Conocer cuales son las principales pruebas de identificaciobn para
Leptospirosis bovina, a si como cuales nos pueden ser Utiles para la
identificacion de los dafios renales de la leptospira en los bovinos.

e Saber en que consiste la técnica de Wharthin-Starry para poder

identificar las leptospira en las muestras de tejido de rifion.
1.2 SINONIMIAS
La Leptospirosis se conoce por otros nombres como:

Enfermedad de Weil (L. icterohaemorragiae); fiebre de los arrozales (L.
bataviae); enfermedades de las henificadoras; enfermedad de los porqueros (L.
Pomona); enfermedad de los manipuladores de los pescados; ictericia
enzootica; enfermedad de Stuttgart (L. canicola en Europa); ictericia

hemorragica; ictericia infecciosa; tifus canino; agua roja; fiebre otofial japonesa;
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ente otras mas (Bal A. E. et al, 1994). Todas estas denominaciones han sido
utilizadas para describir la enfermedad producida por leptospiras segun sus
caracteristicas epidemiologicas, clinicas, territoriales, especies afectadas,

estacionalidad, etc.
1.3 DEFINICION

La Leptospirosis es una zoonosis. En el ganado se presenta en forma
subclinica en la mayoria de los casos, solo se sospecha en presencia de
abortos, puede causar infertilidad, nacimiento de crias débiles, nefritis

intestinal, anemia hemolitica y mastitis.

2. REVISION DE LITERATURA

3. ETIOLOGIA

El termino leptospira proviene del griego LEPTO (fino) y SPIRA (espiral).
La leptospira presenta la siguiente clasificacion taxonémica. (Laguna, 2000)
DIVISION: Procariotas

CLASE: Schizomicetes

ORDEN: Spirochaetales

FAMILIA: Leptospiraceae

GENERO: Leptospira

ESPECIE: L: interrogans, L: biflexa.

Las leptospiras son bacterias aerObicas o0 microaerofilicas, los
organismos tienen forma de espiral, muy finos, de 5 a 18 um de longitud y de
0.1 a 0.2 um de ancho. (Acosta et al., 1994)

Las leptospira son Gram negativas; no se tifien bien con la tincién
convencional de Gram, pero son facilmente visibles con tinciones de
anticuerpos fluorecentes (FA) de preparados tisulares o sedimento urinario, la

tincion de plata de Wharthin-Starry o tincion de tejidos fijados en



inmunohistoquimica. Su morfologia microscopica es en espiral a menudo con

ganchos visibles en cada extremo de la célula bacteriana (Acosta et al., 1994).

Forman un gancho aerobio que se ha diferenciado de otras patégenas,
pudiéndose cultivar en medios artificiales. Su temperatura optima de
crecimiento es de 30° y tienen de 7 a 10 dias para crear una nueva
generacion de colonias aisladas, son dificiles de cultivar mediante cultivos in
vitro (Mc Donough.2001).

MORBILIDAD

Puede exceder al 75% en animales adultos y en jovenes suele ser del 100%.
MORTALIDAD

Puede variar por diversas circunstancias pero suele ser de 5 al 15%.
PERIODO DE INCUBACION

Varia entre 2 y 20 dias, siendo el habitual entre 7 dias.

3.1 Clasificacion serolégica

Desde antes de 1989 el genero de leptospira estaba dividido en dos
especies interrogans y L. biflexa. Todas las leptospiras patégenas fueron
clasificadas como una especie, L. interrogans; las serovariedades de vida libre
no patégenas fueron incluidas en la especie L. biflexa (Acosta et al., 1994). L.
biflexa era diferenciada de L. interrogans por que crecia por debajo de los 13
°C y su desarrollo en presencia de 8-azaguanina (225ug/ml) y por la
imposibilidad de L. biflexa de forma células esféricas en 1 M de NaCl. Ambas L.
interrogans y L. biflexa fueron divididas en numerosas serovariedades definidas
por aglutinacién cruzada después de absorcion con antigenos homologos
(Kmety y Dikken, 1983). Mas de 60 serovariedades de L. biflexa han sido
registradas (Johnson y Faine, 1994). Dentro de las especies de L. interrogans
son reconocidas mas de 200 serovariedades. Las serovariedades que se
relacionan antigénicamente se han agrupado tradicional mente en Serogrupos
(Kmety y Dikken, 1983). Mientras que los Serogrupos no tienen una situacion

taxondmica, ha sido util para comprensién epidemiolégica.



3.2 Clasificacion genotipica

La clasificacién fenotipica de leptospiras ha sido sustituida por un
genotipico, el cual incluye todos los numeros de genomoespecies de ambas
serovariedades L. interrogans y La heterogeneidad genética fue demostrada
hace algun tiempo (Bréenle et al., 1994), y estudios sobre hibridizacion de DNA
llevaron a la deficion de 10 genomoespecies de leptospira (Yasuda et al.,
1997). Genomoespecies adicionales como L. Kirschneri fueron agregadas
después (Ramadas et al. 1992). Después de extensivos estudios de diferentes
variedades, trabajadores del centro de control de enfermedades, definieron 16
genomoespecies de leptospiras, que incluyen a las descritas anteriormente
(Yasuda et el, .1997) y agregaron cinco genomoespecies (Brenner et al., 1999)
una gue nombraron L. Alexander, L Fainie. Estudios de hibridacion de DNA
también han confirmado el estado taxondmico mono especifico del genero
leptonema (Letocard et al., 1999; Pos tic et al., 2000).

Las genomoespecies de leptospira que no corresponden a grupos
anterior (l. interrogans y L. biflexia y de hecho, en serovariedades patogenicas
y no patdgenas hay especies iguales. Asi ni Serogrupos ni serovariedades,

predicen las especies de leptospira de manera confiable.

Especies Serogrupos**

L. interrogans Icterohaemorrhagiae, Canicola,
Pomona, Australis,

Autumnalis, Pyrogenes,
Grippotyphosa, Djasiman,
Hebdomadis, Sejroe, Bataviae,
Ranarum, Louisiana, Mini,

Sarmin.

L. noguchii Shermani, Hebdomadis, Tarasovi,
Pyrogenes, Autumnalis,

Bataviae, Mini, Grippotyphomosa,
Sejroe, Pomona,

Javanica, Sarmin, Cynopteri.

L. mayeri Ranarum, Semaranga, Sejroe, Mini,




Javanica.

L. wolbachii*** Codice.

L. biflexa*** Semaranga, Andamana.

L. fainei Hursbritge.

L. borgpetersenii Javanica, Ballum, Habdomadis,

Sejroe, Tarasivi, Mini,
Celledoni, Pyrogenes, Bataviae,

Australis, Autumnalis.

L. krischneri Grippotyphomosa, Autumnalis,
Cynopteri, Hebdomadis,
Australis, Pomona, Djasiman,
Canicola,

Icterohaemorrhagiae, bataviae.

L. weilii Celledoni, Icterohaemorrhagiae,
Sarmin, Javanica, Mini,
Tarasovi, Hebdomadis, Pyrogenes,

Manaho, Sejroe.

L. inadai Lime, Sermani; Icterohaemorrhagiae,

Tarasovi, Manhao, Canicola, Panam,

Javanica.
L. parva*** Turneria.
L.alexanderi Manhao, Hebdomadis, Javanica, Mini.

Por otra parte, estudios recientes (Feresu et al., 1999; Brenner et al;
1999) incluyen mudltiples cepas de algunas serovariedades y demuestran la
heterogeneidad genética dentro de las serovariedades. Ademas, los métodos
usados anteriormente para distinguir las caracteristicas fenotipicas en el
sentido estricto de L. interrogans de L. biflexia no mostraban diferencias entre

genomoespecies (Brenner et al; 1999).

Serogrupos asociados con genomoespecies

Serogrupos Genomoespecies




Andamana

L. biflexa.

Australis L. interrogans, L. noguchii, L.
borgpetersenii, L.
Kirschneri.

Autumnalis L. interrogans, L. noguchii, L.
santerosai, L.
borgpetersenii, L. kischneri.

Ballum L. borgpetersenii.

Bataviae L. interrogans, L. noguchi, L.
santarosai, L.
Borgpetersenii, L. kirschneri.

Canicola L. interrogans, I. inadai, L. kirschneri.

Celledoni L. weilli, L. borgpetersenii

Codice L. wolbachii

Cynopteri L. santarosai, L. kirschneri.

Djasiman L. interrogans, L. noguchii.
L.kirschneri.

Grippotyphomosa L. interrogans L. santarosai,
L.krischneri.

Hebdomadis L. interrogans, L. weilli, L. santarosali,
L. borgpetersenii,
L. krischneri, L. alexanderi.

Hurtsbridge L. fainei.

Ictrerohaemorrhagiae L. interrogans, L. weilii, L. inadai, L.
kischneri

Javanica L. welii, L. santarosai, L.
borgpetersenii, L. meyeri,
L. inadai, L. alexanderi.

Louisiana L. interrogans, L. noguchii

Lyme L. inadai.

Monhao L. weilii, L. inadai, |. alexanderi.

Mini L. interrogans, L. weilii, L. santarosali,

L. borgpetersenii,




L. meyeri, L. alexanderi.

Panama L. noguchi, L. inadai.

Pomona L. interrogans, L. noguchi, L.
santarisai, L. krischneri.

Pyrogenes L. interrogans, L. noguchi, L. weilii, L.
santarosai, L. Borgpetrsenii.

Ranarum L. interrogans, L. meyeri.

Sarmin L. interrogans, |. weilii, L. santarosai.

Sejroe L. interrogans, |. weilii, L. santarosai, I.
borgpeterseni,
L. meyeri.

Semaranga L. meyeri, L. biflexa.

Shermani L. noguchi, L. santarosai, L. inadai.

Tarasovi L. noguchi, L. weilii, L. santarosai, L.

borgpetersenii, L.Inadai.

Serovares de leptospira asociadas con diferentes especies

Serovar Especies
Bataviae L. interrogans, L. santarosai.
Bulgarica L. interrogans, L. krischneri.
Grippotyphosa L. Irischneri, L. interrogans
Hardjo L. borgpetersenii, L. interrogans, L.
meyeri.
Icterohaemorrhagiae L. interrogans, L. inadai.
Kremastos L. interrogans, L. santarosai.
Mwogolo L. krischneri, L. interrogans.
Paidjan L. krischneri, L. interrogans.
Pomona L. interrogans, L. noguchii.
Pyrogenes L. interrogans, L. santarosai.
Szwajizak L. interrogans, L. santarosai.
Valbuzzi L. interrogans, L. krischneri.




3.3 RESISTENCIA DEL AGENTE ETIOLOGICO

Las leptospiras son microorganismos que sus supervivencias dependen
ampliamente sobre variaciones del pH del suelo y las condiciones ambientales

ya sea temperatura o humedad relativa (Brenner et al; 1999).

Son muy sensibles a la desecacion, luz solar directa, pH acido y alcalino
ya que un pH menor que 6 0 mayor que 8 tiene caracter inhibitorio sobre el
microorganismo. Una temperatura menor que 13°c o mayor que 35°c provoca

la muerte rapidamente (Yasuda et al., 1997).

Son sensibles a la solucion hipertonica de sal comun, bilis, putrefaccion
y a la mayoria de los antibidticos in vitro o in vivo como la penicilina,

estreptomicina, aureomicina y los grupos macrolidos (Brenner et al; 1999).

Para la supervivencia en el medio ambiente necesita una humedad alta
del suelo, una temperatura de 25°, con agua de un pH neutro o ligeramente
alcalino y la presencia de materia organica. En agua estéril puede vivir hasta

183 dias y en suelo seco 30 minutos (Yasuda et al., 1997).

Las leptospiras son resistentes al acido nalidixico. Se ha demostrado
que las lesptospiras pueden sobrevivir: 9 dias en musculo, 13 dias en los
rifones, 12 dias en el higado, y 8 dias en el bazo luego la muerte del animal
(Bal A. E. et al, 1994).

3.4. Métodos de cultivo

El crecimiento de las leptospiras en los medios de comunicacién que
contienen polisorbato y suero o albumina y de proteinas libres de materiales

sintéticos ha descrito (Turner, 1970).

El medio mas utilizado en los actuales la practica se basa en la EMJH
medio acido oleico-albumina (Johnson y Harris, 1967, Ellinghausen y Mc
Cullough, 1965). Este medio se encuentra comercialmente disponible de varios
fabricantes y contiene Tween 80 y albumina de suero bovino. Algunas cepas
son mas exigentes y requieren la adicion de cualquiera de piruvato (Johnson et
al, 1973) o suero de conejo (Ellis et al, 1976).



Crecimiento de las leptospiras a menudo es lento en el aislamiento
primario, y las culturas se conservan hasta por 13 semanas antes de ser
desechados, pero subculturas puro en medios liquidos por lo general crecen en
10 a 14 dias. Agar se puede afiadir a bajas concentraciones (0,1 a 0,2%). En
medios semisolidos, el crecimiento alcanza una densidad maxima en un
discreto zona por debajo de la superficie del medio, que se convierte cada vez
mas turbia a medida que avanza la incubacion. Este crecimiento esta
relacionado con el Optimo la tensidn de oxigeno (Faine et al 1999) Y es

conocido como un anillo o disco Dinger.

Las muestras para el cultivo deben de ser multiples y tomadas segun el
estadio de la enfermedad; en la primera semana, de la sangre y de LCR, y de
la segunda semana en adelante, de orina. La leptospira puede permanecer en
la orina hasta 11 meses después de iniciada la enfermedad. Las muestras se
deben de inocular en medios de cultivos semisoélidos, como el medio de

Fletcher enriquecido con suero de conejo (Acosta et al., 1994).

Existen otros medios recientes desarrollados, utiles en el aislamiento de
leptospira: medio EMJH (Ellinghausen y Mecullough, modificado por Johnson y
Harries) y el medio Tween 80-albumina, este ultimo considerado el mejor
(Acosta et al., 1994).

Como el cultivo tiene el inconveniente de ser muy largo (5-6 semanas de
incubacion), no se debe de considerar para definir una conducta terapéutica
inicial. Hace poco se describi6 un método radiométrico rapido que utiliza el
sistema BATEC-460; con este sistema la Leptospirosis se puede demostrar en

sangre a partir de los 2 a 5 dias de enfermedad (Acosta et al., 1994).

En el caso de los animales es similar. El cultivo antemortem de fluidos
corporales (orina, sangre, humor acuoso) y el cultivo de tejidos posmortem
(rifon, higado, feto, placenta) no es practico debido a lo engorroso de la
enfermedad y la dificultad de encontrar el transporte correcto. Pero si se logra
se puede asociar a la histopatologia, que cuenta con tinciones especiales, por
ejemplo, tincion de plata de Wharthin-Starry o por inmunohistoquimica,

utilizando anticuerpos monoclonales. Los cortes deben ser realizados en
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secciones fijadas en formalina de tejido renal, hepatico y feto/placentario
(McDonough, 2001).

3.5 Reservorios

Los principales reservorios de la leptospira en ambiente urbano son los
perros y las ratas, a si como en los bovinos, porcinos y equinos en el campo.
La Leptospirosis se adapto a “huéspedes reservorios primarios”, los cuales
comunmente son animales salvajes. Estas mismas especies de Leptospira
también se presentan en casi cualquier otro huésped mamifero como “huésped

reservorio incidentales o accidentes” (McDonough, 2001).

El perro es reservorio primario para la L. canicola y la L. bataviae. Los
perros, ademas, pueden infectarse con varios serovares como L.
icterohaemorrhagiae y L. Georgia, y servir como huéspedes accidentales. Los
bovinos son reservorios primarios para L. hardjo y L. Pomona, y huéspedes
accidentales para la L. grippotyphosa. Los porcinos son reservorios primarios
para la L. Bratislava, al igual que los equinos y accidentales para la L.
autumnalis, a diferencia de los equinos que lo son para la L. Pomona. Los
roedores son reservorios primarios para la L. icteohaemorrhagiae vy
accidentales para la L. Pomona. Los ovinos Yy caprinos son reservorios
primarios para las L. ballum y L. hardjo y accidentales para la L. Pomona (Faine
et al 1999).

También pueden ser reservorios primarios algunos animales silvestres
como los zorrillos, cabras, conejos, y murciélagos, mientras que el hombre es
un mal reservorio; hecho que se explica porque los primarios tienen el pH de la
orina alcalina, favoreciendo la sobrevivencia de la leptospira. A si se sabe que
1ml de orina de vaca puede contener hasta 100 millones de microorganismos,
a diferencia del hombre que tiene una orina relativamente acida para la
leptospira, constituyéndose en un huésped accidental. La excrecion de la
leptospira en la orina de los reservorios puede ocurrir por periodos prolongados

y contaminar el ambiente (Acosta, 1994).
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4. MICROBIOLOGIA

Las leptospiras son espiroquetas enrolladas (Alexander et al; 1992),
estrechamente delgadas, flexibles, que pertenecen a dos grandes especies
mencionadas, siendo biflexia de caracteristicas saprofitas. En la especie
interrogans se agrupan las leptospiras patdgenas clasificadas en grupos
atreves de sus serotipos y subserotipos que presentan caracteristicas comunes
(Alexander et al; 1992).

Las lesptospiras son microorganismos helicoides que estan constituidos
por un cuerpo citoplasmico a un axostilo que se disponen en forma de espiral.
Una membrana envolvente recubre ambas estructuras. El axostilo consiste en
dos filamentos axiales que se insertan en la extremidad del cuerpo
citoplasmico, por medio de botones terminales. Este organelo es el encargado
de la motilidad de la leptospira (Alexander; 1996) Tiene un activo movimiento

de rotacion pero no se conocen flagelos (Alexander et al; 1992).

Al microscopio de campo oscuro puede observarse que una de las
extremidades termina en gancho. Es tan delicada que el campo oscuro puede
aparecer como una cadena de cocos diminutos (Alexander et al; 1992). Todas
son my sensibles a la desecacion, al calor y frio excesivo a si como a las
variaciones de pH no tolerando el medio acido, el pH optimo para su
manipulacion es de 7.2 a 7.4 en el agua salada no sobreviven al contrario de
los largos periodos que pueden permaneces en el agua dulce principalmente si
se encuentra almacenada (hasta 180 dias) (Alani et al; 2003). En la leche las
leptospiras no sobreviven salvo a que este diluida en agua a razén de 1:20 mas
(Alexander; 1996).

En frio puede sobrevivir asta 100 dias a 20 °C. Es importante mencionar
qgue la pasteurizacion no destruye a las leptospiras lo que indica que es
necesaria la ebullicion para cumplir su destruccion. A los 10 segundos muere
con un 100 °C y solo a los 10 minutos si la temperatura esta a 59 °C (Alani et
al; 2003).

La orina acida es letal para las leptospiras y por eso es necesario

alcalinizarla si se pretende aislar en la orina de un enfermo. En un medio acido
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pierde su motilidad en tan solo 15 minutos. En suelo himedo sobreviven por un
largo tiempo, mientras que el suelo seco la sobrevivencia es corta (alani et al;
2003).

5. EPIDEMIOLOGIA

La Leptospirosis se presume que es la zoonosis mas difundidas en el
mundo (OMS, 1999). La incidencia es significativamente mayor en los paises
de climas calidos que en las regiones templadas (Everard y Everard, 1993),
Esto se debe principalmente a una mayor supervivencia de las leptospiras en el
medio ambiente en condiciones calidas y humedas. La enfermedad es
estacional, con una incidencia maxima en verano o en otofio en las regiones
templadas, donde la temperatura es el factor limitante en la supervivencia de
las leptospiras, y en épocas de lluvia en climas céalidos regiones, donde la

desecacion rapida de lo contrario impediria supervivencia.

La infeccion de la enfermedad puede ser a través de abrasiones o cortes
en la piel o a través de la conjuntiva, la infeccién puede tener lugar a través
intacta la piel después de una inmersion prolongada en agua, pero esto
generalmente se produce abrasiones cuando es probable que ocurran y por lo
tanto dificil de corroborar. Transmitidas por el agua se ha documentado la
transmision, la contaminacién del punto de del suministro de agua ha
provocado varios brotes de Leptospirosis. La inhalacion de aerosoles de agua o
también puede resultar en infeccion a través de las membranas mucosas de las
vias respiratorias. En raras ocasiones, la infeccion puede seguir las mordeduras
de animales (Barkin et al1974, Gollop et al 1993, Silverstein, 1953).

5.1 Fuentes de infeccidon

La principal fuente de contagio para el hombre constituye, la orina de
animales enfermos, reservorios naturales a si como el contacto directo con

estos animales.

Agua: La temperatura del agua tiene un efecto beneficioso, ya sea baja o
alta. Las bajas disminuyen la multiplicacién de los microorganismos, pero el
tiempo de supervivencia aumenta y las altas temperaturas favorecen la

multiplicacion, pero con menos tiempo de supervivencia. Esto permite que las
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leptospiras puedan sobrevivir y mantener sus capacidades infectantes en el
agua durante 22 dias y en barro 5-6 dias. No todas las aguas son favorables
para la supervivencia de las leptospiras, ya que estas también se ve afectados
por el pH y la salinidad (OMS, 1999).

Orina: Muchas infecciones en ultima instancia se deben ala
contaminacion con la orina de los animales enfermos, portadores o reservorios;
siendo el pH el factor determinante de la supervivencia de las leptospiras en la
orina. La orina de los bovinos se consideran como la de mayor excelencia para
una fuente de infeccidén ya que su orina es de pH alcalino lo que favorece la

supervivencia del germen (Ramadas et al. 1992).

Leche: Los animales infectados, muchos eliminan leptospiras a través de
la leche. Debido ala presencia de sustancia antimicrobianas, la supervivencia
en la leche cruda es muy corta (Alexander et al; 1992).

Tejido animal: El tiempo de las leptospiras en los tejidos es dependiente
de los pH postmortem y el efecto antagdnico que supone la contaminacion con
otras bacterias. Lo que avala la capacidad infectante de los tejidos animales

principalmente en los mataderos y al parto (Faine et al 1999)

Descargas posparto: Ellis (1983) demostr6 que las descargas
posabortos pueden mantener sus capacidades infectantes pasado 8 dias de
este, mientras Ellis, (1983); Prescott, (1993); Guijarro y Calvo, (1999)
diagnosticaron la posibilidad de infeccion por contacto con las descargas

uterinas posparto y pos-abortos.

Saliva: Desde que fu comprobada la infeccion en los humanos tras
mordeduras de animales como la rata o el perro, la saliva ha sido considerada
como posible fuente de infeccion. También se sospecha los lamidos de los
perros a los nifios, con la lengua contaminada mecanicamente, (Everard,
1996).

6. PATOGENIA

Las Leptospiras penetran en el organismo animal o humano, mediante la

ingestion de los alimentos contaminados o agua, o0 a través de las membranas
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mucosas de ojo, boca, fosas nasales, vagina y pene, o a través de la piel
dafiada o reblandecida por el agua, piel escoriada (Sullivan, 1974; Thiermann,
1 984; Timoney et al., 1988;, Ellis, 1994; Chamizo, 1997). El agente se difunde
a partir del punto sin dejar lesion, invadiendo el torrente sanguineo,
multiplicAndose en éste y en el parénquima hepatico durante un periodo de
incubacion entre 2-30 dias segun sea el caso, circulando en la sangre
provocando leptospiremia por al menos 7 dias (Syfres,1976; Thiermann, 1984;
Ellis, 1994), produciendo pirexia, eliminacion de leptospiras en la leche,
anorexia, dafio funcional de algunos organos (higado, bazo o celebro)
(Thiermann, 1984; Timoney et al,1988; Ellis, 1994), especialmente en animales
jovenes (Ellis, 1994). La aparicion de anticuerpos especificos detectables
aproximadamente a los 10 dias de la infeccién ( Ellis, 1994) junto a la accién
leptospiricida de las beta-macro globulinas del suero y la accion del
complemento ( Timoney et al., 1988), hacen que desaparezcan las leptospiras
en torrente sanguineo ( Michna,1970; Ellis, 1994) pero, se localizan en
diferentes 6rganos, tales como: la camara anterior del ojo, las meninges y el
rifidn donde los anticuerpos tienen poco acceso y en el Utero gravido (esto

hace que se produzca aborto).

Los signos de la enfermedad aguda generalmente coinciden con la fase
de leptospiremia (Ellis, 1994; Heath y Johnson, 1994), donde estos pueden
atribuirse a la existencia de determinados factores de patogenicidad bacteriana,
como la hemolisina y las lipasas (Timoney et al., 1988; Heath y Johnson, 1994)
siendo la primera causa de la anemia (Timoney et al., 1988; Prescott, 1993).
Estos factores son mas frecuentes en determinados serovares como: Pomona
o grippotyphosa (Timoney et al., 1988). Mas tarde, se le suma la accion de los
anticuerpos situados en la superficie eritrocitaria que sensibilizan al eritrocito,
causando su rotura-anemia- (Timoney et al., 1988; Prescott, 1993). Durante
esta fase (leptospiremia) ocurre una reaccion inflamatoria en la mama
(mastitis). La hemdlisis producida por la hemolisina y por el dafio hepatocelular
se le atribuye a las causas isquémicas y toxicas —ictericia- (Prescott, 1993).

Tras esta fase, las leptospiras se acantonan en el rifidn, lugar de dificil
accesos para los anticuerpos, la ubicacién en los tubulos renales se ve

facilitada por la produccion de ureasa por parte de las Leptospiras (Kadis y
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Pugh, 1974). Posteriormente, se multiplicaran en la luz de los tubulos
contorneados renales ( Michna, 1970; Timoney et al.,1988), principalmente en
las proximidades de la microvellocidades ( Timoney et al., 1988), donde la
nefritis esta provocada por el dafio capilar y la produccién de determinadas
endotoxinas y hemolisinas , que terminan por producir anoxia y nefrosis
hemoglobinuria, por la posible isquemia debida a la agregacion intravascular de
hemoglobina que obstruiria los capilares y también por la presencia de mono
nucleares infiltrados por una reaccion autoinmune ( Thompson y Manktelos,
1989), lo que da lugar a la tercera fase (leptospiruria) que puede tener caracter
continuo o intermitente y de duracion variable segun la especie afectada
(Jawetz et al., 1985; Ellis, 1994; Bofill et al., 1996). El bovino puede tener una
leptospiruria hasta 7 meses; equino de 2-3 meses, el cerdo hasta un afio; perro
hasta 6 meses 0 mas; roedores toda la vida (Pelezary, 1976; Jawetz et al.,
1985; Bofill et al., 1996).

La localizacion de agentes patdégenas en el higado y humor acuoso
complica el cuadro y el desenvolvimiento clinicos, también el aborto es causa
de la fiebre y la reaccion sistémica general, por el paso de hemolisina y otras
toxinas a través de la placenta destruyendo los eritrocitos fetales y los cambios
degenerativos microscépicos en la placenta interfieren en le intercambio
fisiolégico entre la madre y el feto, pudiendo originar la muerte fetal
(Baskerville, 1986). Siempre hay que tener en cuenta que, en algunos casos, la
aparicion del aborto es muy posterior al momento de la infeccién (Timoney et
al., 1988; Ellis, 1994; Heath y Johnson, 1994).

Por dltimo, la uveitis recurrente en equinos parece involucrar la
produccion de anticuerpos contra el antigeno leptospiral en reaccién cruzada
con tejidos oculares (Parma et al., 1987; Luchéis y Parma, 1999). El dafio de la
retina con uveitis tiene una relacién con la presencia de linfocito B en la retina

(Kalsow y Dwyer, 1998).
6.1 Formas de presentacion en los bovinos

6.1.1 Sobreaguda: Se caracteriza por la aparicién repentina de fiebre
alta, hemoglobinuria, ictericia (Prescott, 1993; Ellis, 1994), disnea por

congestion pulmonar (Prescott, 1993, Guijarro y Calvo, 1999), anorexia, altos
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niveles de urea en sangre y de albumina y bilirrubina en orina (Michna, 1970;
Prescott, 1993; Ellis, 1994; Heath y Johnson, 1994). Generalmente, acaba con
la muerte del animal en 3-5 dias, siendo los terneros los mas afectados;
aungque en hembras prefiadas provoca aborto por la pirexia y la desaparicion
practicamente de la produccion lactea (sindrome de la caida de la leche)
(Michna ,1970; Bofill et al., 1996; Perdomo y Garin, 2002). Los serovares que
mas causan esta forma son: L. grippotyphosa, L. pomona, L.
icterohaemorrhagiae y L. autumnalis, por o que nunca se producen el portador
cronica; por ser clasificado como serovares no adaptados (Guijarro y Calvo,
1999).

6.1.2 Aguda: Es frecuente en los terneros, casi siempre mortal.
Presenta: anorexia, laxitud, fiebre, 40,5-41,5 OC. , posteriormente se presenta
la hemoglobinuria, ictericia, septicemia, hemorragias petequiales en todas las
membranas mucosas, anemia (Blood et al., 1982; Chamizo, 1997 y 1998;
Merck, 2000). Al principio, se puede presentar diarrea, en algunos casos
sanguinolentas y/o amarillentas y con olor fétido, pero mas tarde puede haber

estrefiimiento (Patterson, 2003) .Rara vez afecta a los adultos.

6.1.3 Subaguda: Lo mismo que la forma aguda pero de menos
severidad, puede ser subclinica excepto en los animales gestantes y/o en
lactacion, en los que pueden aparecer abortos y sindrome de la caida de la
leche (Michna, 1970; Ellis, 1983) y a veces la leche parece el calostro, o
contener coagulos de sangre y el recuento de sus células blancas son muy
altos. A la palpacion las ubres blandas y los cuatro cuartos afectados pueden
parecer normales. También aparece ictericia o no, disminucion de la rumia,
fiebre (39-40,5 0 C ) y anorexia ( Ellis, 1978; Ellis, 1983; Chamizo, 1998). En
algunos casos, también se ha observado meningitis y dermatitis necrotica
(Thiermann, 1984; Vanasco et al., 2000). El aborto puede ocurrir de 3-4

semanas después de la infeccion.

6.1.4 Forma crénica: Casi siempre esta relacionado con L. hardjo y en
algunos casos L. pomona sin manifestaciéon clinica (Blood et al., 1982;
Chamizo, 1998). Caracterizada por la aparicion de abortos, retencion de
placenta, mortinatos, nacimientos de animales débiles (Michna, 1970, Ellis,

1994; Bofill et al., 1996; Vanasco et al., 2000). El aborto puede ocurrir en esta
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Ultima etapa de la gestacion entre 6-9 meses y el animal elimina el germen por

la orina durante un largo periodo (Chamizo, 1998).
7. LESIONES ANATOMOPATOLOGICAS

Las lesiones que aparecen en la Leptospirosis no son patognomaénicas,
por lo que no puede basarse en ellas para el diagnéstico de la enfermedad
(Baskerville, 1986). También las lesiones pocas observables depende del

serovar implicado asi como; los 6rganos y especie afectadas.

El cadaver animal revela ictericia manifiesta, necrosis de la piel; de los

ollares, de la cavidad nasal y oral (Benhnet y Plum, 1998).

En la necropsia se observa acumulo de liquido rojizo en el tejido
subcutaneo, higado hipertrofico y palidez hepatica, o color amarillenta, vesicula
biliar llena, espesa y viscosa de color pardo o verde oscuro (Pérez et al., 1982),
bazo de tamafio normal o ligero de color amarillento (Pérez et al., 1982),
lesiones muy variables desde lesiones blanco amarillento en la superficie o

focos hemorragicos en pulmon (Pérez et al., 1982; Thiesmann, 1984).

El masculo cardiaco degenerado y en algunos puntos hay hemorragias.
Los rifiones estan edematosos de color rojizo o pardo oscuro con nefritis
intersticial, lesiones necroticas e ictéricas por toda la superficie, también
hemorragia (Pérez et al., 1982; Thiermann, 1982). La vejiga, llena de orina
turbia o rosada, los ganglios tumefactos y las mucosas intestinales pueden

estar inflamadas (Chamizo, 1997).

En los fetos abortados se observan congestion generalizada y
deposiciones liquida (Ellis, 1994; Fernandez, 1999).

También se puede encontrar ictericia, mastitis, fluido libre en cavidades
corporales, lesiones petequiales dispersas, edema peri renal, nédulos linfaticos
aumentados de tamafio, bilis de consistencia pastosa y color negruzco
(Michna, 1970; Pérez et al., 1982; Thompson y Manktelow, 1989).

8. ANTECEDENTES

E. Clay Hodgin y sus colaboradores, del laboratorio de Diagnostico de
Medicina Veterinaria y el Departamento de Patologia Veterinaria, de la facultad

de Medicina Veterinaria de la Universidad del Estado de Luisiana, en el afio de
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1989, en su articulo Aborto de leptospira en caballos, sefialan que la
infeccion de leptospira fue diagnosticada como la causa de 4 abortos y 1
muerte neonatal en Luisiana. Las lesiones gruesas y microscopicas mas
consecuentes eran ictericia y nefritis intersticial, respectivamente. Los
diagnosticos estaban basados en la visualizacién de espiroquetas compatibles
en secciones Wharthin-Starry de rifidn, higado y placenta (E. Clay Hodgin, et
al; 1989).

James M y colaboradores, del Departamento de Ciencias Veterinarias,
del Colegio de Agricultura, del la Universidad de Kentucky, en el afio de 1992
en su articulo, Prevalencia y serovariedades de leptospira implicada en
abortos equinos en Kentucky central durante la temporada foaling 1990;
utilizaron la técnica de Wharthin-Starry en el diagnostico de leptospira donde
fueron re coleccionados 726 fetos, potros y/o placentas de las cuales 33 fueron

positivas a leptospira gracias a esta técnica (James M, et al;1992).

Moles cervantes LP y colaboradores, de la Universidad Auténoma
Metropolitana, Unidad Xochimilco, Coyoacan, México. En al afio del 2002 en su
articulo El estudio serolégico de Leptospirosis bovina en México, de las
4043 muestras de sueros de bovinos la técnica que se utilizo fue la de
aglutinacion microscopica revelo el 31.1% de prevalencia (Moles Cervantes LP,
et al 2002).

Angela M. Colagross-Schouten y colaboradores, del Centro Medico de
Fauna, Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad de California EE.UU., en
el afo del 2002 en su articulo, Diagnostico y seroprevalencia de
Leptospirosis en leones marinos de california de california costera,
realizaron el estudio de 40 leones marinos muertos de los cuales 19 salieron
positivos a Leptospirosis para lo cual realizaron la técnica de Wharthin-Starry
utilizando tejidos de rifion (Angela M, et al2002).

Segura-correa VM y sus colaboradores, del Centro de Investigacion
Regional del sureste, INIFAP, en el afio 2003 en su articulo Seroprevalenciay
factores de riesgo para los anticuerpos de leptospiras en el ganado en el
estado de Yucatan, México. Se utilizo la prueba de aglutinacion microscopica

para la evaluacion de 734 muestras de las cuales el 64% son positivas lo cual
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refleja un problema a causa de la no vacunacion en dicho estado (Segura-
correa VM, et al; 2003).

Saglam YS y colaboradores, del Departamento de Patologia, Facultad
de Medicina Veterinaria, Universidad Erzurum Turquia, en el 2003 en su
articulo Deteccion de antigenos de leptospiras en el rifidn y el higado de
los bovinos. Un total de 39 muestras de rifidbn de las cuales 16 salieron
positivos se utilizo la técnica de IP, la cual demostrdé que la técnica de IP era

mas sensible que la prueba de levaditi (Saglam YS, et al; 2003).

Schoonman L, Swai ES, de Tanga lacteos de Tanga Tanzania, en el
afio del 2004 en su articulo publicado, Rebafio de animales y el riesgo a nivel
de factores de Leptospirosis bovina en la region de Tanga Tanzania, se
tomaron para el experimento 655 muestras de 130 rebafios seleccionados;
para lo cual 198 muestras fueron positivas a diferentes serotipos de leptospiras,
donde la técnica utilizada para el diagnostico fue aglutinacion microscopica
(MAT). (Schoonman L, Swai ES, 2004)

De Freitas TP y sus colaboradores, de la Sociedad de Conservacion de
Rio de Janeiro, Brasil, en el afio 2005 en su articulo, La prevalencia de
leptospira interrogans anticuerpos en rango libre Tayassu pecri de
pantanal sur, Brasil, un ecosistema donde la vida silvestre y el ganado
interactuan; sefala que de las 71 muestras analizadas el 70% fueron positivas
para lo cual se utilizo micro aglutinacién microscépica como prueba oficial para

la determinacién de Leptospirosis (De Freitas TP, et al; 2005).

Mariya R y colaboradores, de la Division de Bacteriologia y Micologia,
Instituto de la Investigacion Veterinaria India, en el 2006 en su articulo
Evaluacion de un antigeno recombinante Lip4l de la leptospira
interrogans serovar canicola en ELISA para diagnostico seroldgico de la
leptospira bovina, se comparo la técnicas de ELISA y MAT donde sueros de
bovinos tanto positivos como negativos fueron usados sometidos a estas
dichas técnicas donde se obtuvo una especificidad de 85.3% para ambas
pruebas (Mariya R, et al; 2005).
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Bomfim MR y Koury MC, del Departamento de Microbiologia, Instituto de
Ciencias Bioldgicas, Universidad Federal de Minas Gerais, en el afio del 2006
en su articulo, Evaluaciéon de la LSSP-PCR para la identificacion de
Leptospira spp. en muestras de orina de ganado con sospecha clinica de
Leptospirosis. 40 vacas sospechosas a Leptospirosis fueron confirmadas con
la técnica de PCR (Bomfim MR, Koury MC; 2006).

Niedermaier G y colaboradores, de la Universidad de Miunich Alemania,
en el afio 2006 en su articulo La deteccion de leptospiras en el humor vitreo
de los caballos sin enfermedades oculares y de los caballos con uveitis
recurrente  equina (ERU), utilizando microscopia electronica de
transmision. Sefiala que la deteccién de leptospira en el humor vitreo fue un
éxito ya que fueron inoculadas 38 con cultivos de leptospiras para lo cual solo
fueron positivas 3 de 38 lo cual nos indico un éxito, para la deteccién de

leptospira se utilizo microscopia electrénica (Niedermaier G, et al; 2006).

Albertine Ledn y colaboradores, del Laboratorio de Patologia de la
Universidad de Francia, en el afio del 2006 en su articulo, La identificacion de
Leptospira patdgeno tira en tejidos de un potro prematuro por el uso del
andlisis de efecto de dominio polimerasa, realizaron un estudio para
determinar la causa de muerte de un potro prematuro que 24 horas después de
su nacimiento murié, se realizaron estudios histopatoldgicos en pulmén, higado
y rifidn los cuales revelaron numerosas espiroquetas, para lo cual se utilizo la
técnica de Wharthin-Starry (Albertine Ledn, et al; 2006).

Hashimoto VY y colaboradores, del Postgrado en Ciencias de los
Animales Parana, Brasil, en el afio de 2007 en su articulo. La aparicion de
anticuerpos contra Leptospira spp. En los caballos de la zona urbana de
la ciudad de Londrina, Parana, Brasil. Sefalan que de 320 muestras
analizadas con la prueba de seroaglutinacion, de las cuales salieron positivas
214 indicando una gran prevalencia de dicha enfermedad en el ganado de la
region (Hashimoto VY, et al; 2007).

Brandes K y colaboradores, de la Clinica de Equinos de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Ludwig-Maximilians-Universitat

Miinchen de Alemania, en el afio 2007 en su articulo Uveitis recurrente en los
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caballos: los examenes de deteccion de vitreo con ultra estructurales de
las leptospiras. De las 17 muestras obtenidas 16 son positivas ala prueba de
aglutinacion microscépica indicando a si que la Leptospirosis juega un papel
importante en la patogénesis de la uveitis recurrente equina (ERU). (Brandes
K, et al; 2007)

Escamilla HP y colaboradores, de la Direccibn General de Inocuidad
Agroalimentaria, Acuicola y Pesquera, Santa Cruz Atoyac, México, DF. En el
2007 su articulo Frecuencia y las causas de aborto infeccioso en un hato
lechero en Querétaro, México. Donde dice que de las 300 muestras tomadas
a vacas prefiadas 99 fueron positivas a Leptospirosis utilizandose la técnica de
aglutinaciéon microscopica (Escamilla HP, et al; 2007).

Jung BY y colaboradores, del centro de Diagnostico, Servicio Nacional
de Investigacion Veterinaria y Cuarentena de la Ciudad de Corea, en el afio del
2009 en su articulo Seroprevalencia de Leptospira spp. En las carreras de
caballos clinicamente sanos en Corea. Utilizaron muestras de sueros de
1226 caballos de carreras a los cuales se les examino mediante la prueba de
aglutinacion microscopica para detectar la presencia de de anticuerpos de

leptospira, para ello 307 muestras salieron positivas (Jung BY, et al; 2009).

Sugunan AP y colaboradores, del centro colaborador para el
Diagnostico, Investigacion y Capacitacion de Referencia en Leptospirosis en la
India, en el afio del 2009 mencionan en su articulo: Los factores de riesgo
asociados con Leptospirosis durante un brote en medio andaman, india,
se confirmaron 52 casos de leptospira donde fue utilizada la técnica de

aglutinacion microscopica (MAT). (Sugunan AP, et al; 2009)

Hesterberg UW y colaboradores, de la Seccion de Epidemiologia del
Departamento de Estudios de Produccion Animal, de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad de Pretoria Sudafrica, en | afio del 2009 en su
articulo Un estudio serolégico de Leptospirosis en el ganado de las
comunidades rurales en la provincia de KwaZulu-Natal, Sudafrica, se
analizaron 2021 muestras de las cuales fueron positivas el 20% con la técnica
de aglutinacion microscopica con un 95% de eficacia (Hesterberg UW, et al;
2009).
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Lewis FI y colaboradores, de la Unidad de Investigacion de
Epidemiologia del Reino Unido, en el aio del 2009 en el articulo Inferencia
bayesiana para la prevalencia dentro de la manada de leptospira
interrogans serovar hardjo usar la prueba de anticuerpos en la leche a
granel, se analizaron 979 animales de 12 hatos lecheros con la prueba de
ELISA la cual va tener un 95% de eficacia y se deduce que por lo menos hay
una probabilidad de 5% de exposicion de L. hardjo (Lewis FlI, et al; 2009).

Hotka MLy colaboradores, de USDA, USA en el afio del 2009 su articulo,
estudio comparativo serolégico de leptospira serovar hardjo genotipos
para su uso en la prueba de aglutinacion microscépica, se utilizo la prueba
de aglutinacion microscépica para la identificacion de leptospira en 2431
muestras de las cuales 1475 muestras fueron negativas (Hotka ML, et al;
2009).

Hernandez —Rodriguez P y colaboradores; de el Departamento de
Medicina y Reproduccion Animal de la Universidad La Salle, de Bogota
Colombia, en el afio del 2010 en su articulo: Una comparacién entre la
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y las técnicas tradicionales para
el diagnostico de leptospira en bovinos; sefialan que la técnica de PCR
tiene una mayor sensibilidad 100% y especificidad 99% en comparacién con un
cultivo microbioldgico, ya que en este estudio se analizaron muestras de orina y

74/200 salieron positivas con PCR (Hernandez —Rodriguez P, et al; 2010).

Rojas P y colaboradores, de la Escuela de Agricultura, Ciencia de los
Alimentos y Medicina Veterinaria de la Universidad de Collage Dublin de
Irlanda en el afio del 2010 sefiala en unos de sus articulos, Deteccion y
cuantificacion de las Leptospirosis en la orina de los perros: un huésped
de mantenimiento de la Leptospirosis enfermedad enzootica. Para dicho
articulo fueron analizadas 525 muestras de orinas de perros locales de las
cuales 37 fueron positivas para lo cual se utilizo la técnica de PCR (Rojas P, et
al; 2010).

Rajeev S y colaboradores. de la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad de Georgia en EE.UU. en el afio del 2010 menciona en su articulo,

Comparativa de anticuerpos fluorescentes y la prueba de aglutinacion
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microscopica de leptospira en las vacas embarazadas y no embarazadas,
indican que fueron analizadas 300 muestras de 10 rebafios diferentes donde se
utilizaron las pruebas aglutinacion microscopica y inmunoflorescencia directa.
Donde resulto tener una mejor eficacia la técnica de aglutinacion microscopica
(Rajeev S, et al; 2010).

Sankar S y colaboradores, de la Division de Bacteriologia y Micologia,
del Instituto de Investigacion de Veterinaria de la India, en el afio del 2010 en
su articulo Evaluacién de una proteina recombinante LigB de leptospira
interrogans serovar canicola en un ensayo de ELISA para el diagnhostico
seroldgico de Leptospirosis bovina, que fueron evaluadas 200 muestras
para el diagnostico de leptospira donde fueron utilizadas las técnicas de ELISA
y aglutinacion microscopica donde los resultados arrojados por el experimento
nos indica que las dos técnicas se corresponden muy bien (Sankar S, et al;
2010).

Senthilkumar TM y colaboradores, del Departamento de Biotecnologia
Animal, de la Facultad de Veterinaria de Madréas India, en el afio del 2010 en su
articulo publicado, Diagnostico serolégico de Leptospirosis bovina por IgG-
enzima-inmunoensayo Yy la prueba de aglutinacion en latex, donde fueron
evaluadas las técnicas de ELISA y aglutinacion en latex con un total de 430
muestras de sueros de bovinos. Dichas pruebas se encuentran para ser
sencibles, especificas y de acuerdo con la MAT estandar (Senthilkumar TM, et
al; 2010).

9. DIAGNOSTICO
9.1 Técnicas indirectas

Los métodos serolégicos nos brindan un diagnostico en corto tiempo y
son capaces de detectar anticuerpos antileptospirales (que pueden ser de la

clase IgM e 1gG), las que constituyen las técnicas de eleccién (Laguna, 2000).

Ademas, son las pruebas de laboratorio mas utilizadas en el diagndstico
de la Leptospirosis, al igual que para la realizacion de estudios

epidemioldgicos.
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Para el diagnéstico serologico se ha utilizado técnicas tales como:
prueba de aglutinacién microscopica (MAT), prueba de micro aglutinacion
microscopica con antigeno muerto (MSAT), aglutinacién macroscopica, prueba

hemolitica, fijacion de complemento, ensayo inmunoenzimatico (ELISA) y PCR.
9.1.1 MAT:

Es el método seroldgico de referencia a la hora de evaluar otras pruebas
para el diagnodstico de Leptospirosis. Se emplea para detectar anticuerpos en
sueros de sospechosos o enfermos (humanos y animales) donde el suero del
paciente sospechoso o enfermo reacciona con antigenos vivos de leptospiras
de 10 dias de crecimiento en medio liquido de EMJH con enriquecimiento, y es

el mas utilizado cotidianamente (Ellis, 1994; Heat et al, 1995).

Ademéas es la prueba oficial para la exportacion e importacion de
animales (Ellis, 1976). EI MAT fue ideado por Martin et al., en 1917 y en 1918,
Martin y Pettit lograron describir el fendmeno de aglutinacion y "lisis" con suero
(Laguna, 2000).

Para la realizacidon de la prueba se utilizan cultivos de cuatro a ocho dias
de edad cuya suspension produzca una transmitancia del 60-70 % en un
espectofometro a 400nm de longitud de onda (Ellis, 1976). Ademas, es
necesario determinar el punto de corte, titulo por debajo del cual es
considerado que la aglutinacion es debido a reacciones inespecificas. El titulo
de anticuerpos del suero serda la dilucibn méas alta en la cual aun encontramos
50 % de aglutinacién. El punto de corte mas recomendado es el titulo 1:100 en
bovino; para los perros, felinos, ovinos, suinos y equinos se considera positivo
un resultado superior a 1:50 consideraron 1:100 positivo para porcino también,
pero casi siempre estos valores difieren de laboratorios. Pero el 1:100 en
bovinos no siempre resulta adecuado, principalmente en infecciones por
serovar adaptado como L.hardjo. En caso de abortos en bovino 1:40 se
considera diagnéstico, aunque el porcentaje de fetos que presentan reaccion

de inmunidad humoral es bajo (Laguna, 2000).

A pesar de ser la prueba mas recomendada y extendida, presenta una
serie de desventajas: no distingue anticuerpos vacunales de los de infeccion,

resulta dificil su estandarizacion ya que su valoracion es subjetiva, requiere el
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mantenimiento de cultivos de leptospiras y no siempre detecta a los animales
infectados, en especial cuando el serovar implicado es L. hardjo, que presenta

como caracteristicas ser poco antigénico (Allent et al; 1999).
9.1.2 Prueba de aglutinacién microscépica con antigeno muerto (MSAT)

Utiliza leptospiras formuladas y centrifugadas, re suspendidas a una
cierta densidad estandar, con un "pool" de antigenos de varios Serogrupos. La
aglutinacion que se produce es semicuantitativa y puede leerse a simple vista.
Esta reaccion es menos especifica que MAT, menor nivel de titulos obtenido,
mayor reaccién cruzada, los antigenos son estables a 4 0C por lo menos un
afo, es especie especifica y de la misma forma que MAT, no diferencia
reaccion entre anticuerpos de la infeccion reciente y tardia, pero tiene una

buena reaccion temprana de la enfermedad que MAT, (Acosta et al., 1994)
9.1.3 Fijacion de complemento (FC)

Es una prueba género-especifica que emplea como antigenos de L.
biflexa, considera tan fiable como el MAT para la detecciéon de animales con
leptospiruria, pero, detecta infeccion reciente, es (til en el pesquesaje de
grandes cantidades de sueros ya que puede semiautomatizarse. Es una
herramienta epidemioldgica para diagndstico rapido, menos laboriosa que el
MAT. Las desventajas son las sustancias anticomplementarias del suero, la
corta vida e inestabilidad del antigeno, no permite la diferenciacion de

serovares y no detecta niveles bajos de anticuerpos. (McDonough, 2001)
9.1.4 ELISA

Las deficiencias que permite el MAT ha obligado a los cientificos
emplear esta técnica que ayude a la deteccion de anticuerpos tanto en tanque
de leche como en el suero. Ella es capaz de detectar la IgM durante la primera
semana de la enfermedad y la deteccion tardia de IgG que permite diferenciar
infecciones recientes de pasadas. La deteccion de anticuerpos especificos IgM
con una sola muestra es confirmatoria de una infeccion reciente por
leptospiras. Ademas, se considera como mas sensible que MAT, es facil de
estandarizar los antigenos, pueden almacenar durante meses, no tiene ningun

riesgo para los técnicos y pocas reacciones cruzadas, tampoco diferencia los

26



anticuerpos vacunales de las infecciones. A pesar de que es una prueba muy

eficaz, aun no esta considerada como prueba oficial (Johnson y Faine, 1994).
9.1.5 Aglutinacion microscopica

Se desarrollo para evitar los problemas derivados del mantenimiento de
cepas vivas de leptospiras en el laboratorio. Poco autores la recomiendan
debida a su falta de sensibilidad y porque no es capaz de determinar el serovar
(Johnson y Faine, 1994).

9.2 Técnicas directas
9.2.1 Observacién en microscopio de campo obscuro

Este método se realiza para la observacion de leptospiras en los fluidos
organicos. Es dificil debido al gran nimero de artefactos que, por su parecido
con las leptospiras, pueden crear confusion. Ademas precisa que haya un gran

namero de microorganismos en las muestras (Alexander A. D. 1996).
9.2.2 Wharthin — Starry

El Wharthin-starry es una técnica de tincion de nitrato de plata utilizadas
en histologia. Se introdujo por primera vez en 1920 por patélogos americanos
Aldred Wharthin y Allen S. C. utilizada para la deteccién de espiroquetas. Se ha
considerado la mejor prueba para le deteccion de espiroquetas (Alexander A.
D. 1996).

Tinciones histoldgicas de leptospiras

Un diagndstico de la Leptospirosis puede ser confirmado por la
demostracion de las leptospiras en los tejidos de los no plata tincion especifica
(la técnica de Wharthin-Starry) o por el mas sensible técnicas de
inmunohistoquimica. De los, inmunofluorescencia y tincidon inmuno plata ultimo
tincion son las mas utiles. Inmuno tincién de plata, a diferencia de la tincion de
inmunofluorescencia, se ha la ventaja de que produce una imagen permanente
gue no desaparece con el tiempo. Ademas, un microscopio de fluorescencia

no es necesario (Yener Z, et al; 2001).
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Los organismos pueden demostrarse en los tubulos renales de los
animales con infeccién en los rifiones y leptospiruria. Digestion de la pepsina
se puede utilizar para mejorar el acceso de inmunofluorescencia o0 manchas
inmuno oro a los antigenos de leptospiras. La aplicacion de la tincién
inmunohistoquimica para abortar tejido fetal es posible, pero puede verse
obstaculizada por los cambios auto liticos (Alexander 1996).

Independientemente de la técnica utilizada, una seccién de control
positivo debe ser incluido en la preparacién de cada lote de cortes histoldgicos
(Yener Z, et al; 2001).

10. Técnica de Wharthin-Starry
Soluciones
Solucién tampon

Combina acido 1,5 ml de 0,2 mol de sodio L / acetato con 18,5 ml de 0,2
mol / L acético glacial (11,8 ml de acido acético glacial hizo a 1 L con agua
destilada), y hacer que el agua destilada con 50 ml.

El pH debe ser 3.6, si es necesario, ajustar con 0,2 mol / L de acetato de
sodio o hacia abajo con 0,2 mol / L &cido acético.

Desarrollador de soluciones

Los siguientes tres soluciones deben ser todos los trajo a 55 ° C y se mezcla en
el orden dado justo antes de uso:

El nitrato de plata, AQNO3, 2%, en tampo6n 7,5 ml

Gelatina, el 5%, en tampo6n 37,5 ml

La hidroguinona (quinol), el 3%, en tampon 2,5 ml

Técnica de tincién

(A) Tome parafina secciones delgadas a través de xileno y alcohol para
amortiguar.

(B) Impregnar con nitrato de plata al 1% en agua tamponada a 55-60 °© C
durante una hora (calentar el primera solucion).

(C) Preparar soluciones de revelado y el lugar en el horno o al bafio maria.
Coloque el agua del grifo en el horno o bafio de agua a calentar.

(D) Colocar los portaobjetos en el revelador fresco a 55 © C de 1.5-3.5 min.
Las secciones se convierta en un color marrén dorado.

(E) Drenaje secciones brevemente, enjuague durante 2-3 minutos en agua

tibia (55-60 °C) y enfriar a continuacion en un lugar fresco solucién buffer.
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(F) Deshidratar, aclarar y montar.

Las leptospiras se ven como negro en tejidos de color marréon palido

amarillento.

DESCRIPCION PASO A PASO.

FIJACION: 10% intermedia formalina neutral. No utilice fijador de cromato.
TECNICA: Corte secciones de parafina en 6 micrones.

SOLUCIONES: Utilizar cristaleria quimicamente limpio.

AGUA ACIDULADO.

Triple agua destiladas................cccvvvvvvvvnnnnn. 1000.0 ml

Afadir suficiente &cido citrico acuosa al 1% para llevar agua a pH 4.0
SOLUCION DE NITRATO DE PLATA DE 1% (DE IMPREGNACION).

Nitrato de plata, cristales de ACS...........cccccceeveiiieeennnn. gm 1.0
Agua acidulada................coeeeiiiiiciie, 100 ml
SOLUCION DE NITRATO DE PLATA DE 2%.

Nitrato de plata, cristales de ACS.............ccceeinnns gm 2.0
Agua acidulada................ooeeiiiiiiiiiiiie, 100 ml

SOLUCION DE GELATINA DE 5%.

Fisher G-7 gelatina, alto grado (tipo B)

Punto iSOEIECtNCO. ... gm 10.0

Acidulated agua.............. T, 100,0 ml
SOLUCION DE HIDROQUINONA DE 0,15%.

Cristales de hidroquinona, grado fotogréfico.................... 0,5mm

Agua acidulada...............ceeeeiiiiiiiiiiie 100,0 ml

Coloque el 2% de nitrato de plata, gelatina de 5% y la hidroguinona
0.15% en frascos independientes, en un bafio de flotacion a 54grados durante
la impregnacion de diapositiva en el 1% de nitrato de plata.
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