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RESUMEN

La leptospirosis es una enfermedad de distribucion mundial que puede ser
transmitida de los animales al hombre, incluyendo a los caninos que son
portadores de serovares zoonéticas. Las serovares mas frecuentes asociadas
con la leptospirosis canina, y que pueden afectar al hombre, son Canicola,
Pomona, Icterohaemorrhagiae y Gryppothyphosa. Estudios previos en perros
callejeros de la Comarca Lagunera donde se analizaron 12 serovariedades, se
encontraron resultados serolégicos positivos en un 67%, por tal motivo la
finalidad de la presente investigacion es darle continuidad al estudio pero en
este caso diagnosticar seroldégicamente leptospirosis en caninos “domiciliados”
aparentemente sanos, de muestras tomadas en clinicas veterinarias. Se
tomaron 40 muestras de sangre sin anticoagulante de caninos para la
separacion de suero y su andlisis por la técnica de aglutinacion microscopica
para el diagndstico de leptospirosis. Se utlizaron 9 serovariedades de
leptospiras de referencia internacional. Los resultados seroldégicos no
mostraron casos positivos a leptospirosis por la técnica utilizada. Se discuten

los resultados con otras investigaciones nacionales e internacionales.

Palabras clave: Leptospira, serologia, MAT, caninos, Comarca Lagunera.
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l. INTRODUCCION

Las leptospiras pertenecen a la familia Leptospiraceae del phylum Spirochaete.
Son espiroquetas delgadas moviles, con un extremo en forma de gancho,
aerdbicas y de lento crecimiento que tienen un Optimo desarrollo a 30 °C. El
organismo es sumamente sensible a los pH extremos, a la falta de humedad y
a los desinfectantes suaves incluyendo al detergente. Existen especies
saprofitas y patdégenas en la naturaleza. Las especies saprofitas viven en el

agua y suelo y no infectan a los animales (Sykes y col., 2011).

La meta del Proyecto de Genoma de Leptospira, iniciado en 2011, ha sido
obtener y comparar toda la informacién del genoma para todas las especies
conocidas de Leptospira. Entre los objetivos de este andlisis estan los
siguientes: i) Ildentificar los mecanismos de patogénesis de Leptospira que
podrian explicar la heterogenicidad en las manifestaciones clinicas de
Leptospira, ii) comprender la relacion del contenido genémico y el contexto con
la patogénesis; iii) determinar la relacion evolutiva definitiva de Leptospira hacia
la comprension de como la leptospira infecciosa diverge de las saprofitas; y iv)
identificar los antigenos mas comunes para mejorar el diagnéstico y las

vacunas (Lehmann y col., 2014).

En el ambiente natural, los perros estan expuestos a cepas virulentas de
Leptospira que pueden presentar muchos (si pertenecen al mismo serogrupo),
pocos 0 ningun epitopo en comun con los utilizados como cepas vacunales.
Asi, las cepas infecciosas del mismo serogrupo pueden pertenecer a un
serovar distinto de las cepas utilizadas en las vacunas o incluso a un serogrupo
distinto (Australis, Sejro&, Grippotyphosa, etc.). Un perro puede, por lo tanto,
ser afectado por leptospirosis a pesar de la vacunacion previa. (André-
Fontaine, 2013)

Estudios previos en caninos criollos callejeros de la Comarca Lagunera,
muestran prevalencia de leptospirosis de 67% Yy sospechosas en un 21%,

indicando que la presencia de la enfermedad en la region es alta.



1.1. Hipotesis

Los caninos clinicamente sanos de la Comarca Lagunera presentan

anticuerpos contra leptospirosis.

1.2. Objetivo General

Determinar la prevalencia de leptospirosis en caninos clinicamente sanos,

criados en casas, en la Comarca Lagunera.

1.2.1. Objetivos especificos

1. Identificar caninos clinicamente sanos para el diagnostico de
leptospirosis.
2. Analizar muestras de suero para el diagnéstico de leptospirosis con la

técnica de microaglutinacion.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Historia

La leptospirosis es una enfermedad zoonética que afecta una gran variedad de
animales silvestres y domésticos. El primer reporte de leptospirosis se llevo a
cabo en 1886 en Alemania por el Dr. Adolf Weil, quien reporté en humanos una
enfermedad febril con ictericia asociada a un trastorno que afectaba los
rifiones, higado y bazo. En 1887 una enfermedad similar fue descrita por
Goldschmidt, quien la registré como “Sindrome de Weil’. La morfologia de las
leptospiras fue descrita en 1907 como un #organismos en espiral con extremos
en forma de gancho” al cual nombraron Spirochaeta interrogans, sin embargo,
el Dr. Hideyo Noguchi, en 1917, lo describié dentro de un nuevo género
llamandolo “Leptospira” (Noguchi y Kligler, 1920).

En México los primeros casos de leptospirosis fueron reportados en 1920, en
humanos, en Mérida, Yucatan (Noguchi y Kligler, 1920). Sin embargo, no fue
sino hasta la década de los 30's que se empezaron a reportar casos en
animales, siendo en 1953, el primer reporte de leptospirosis en bovinos en
México (Varela y Vazquez, 1953; Varela y col, 1954). Se ha reportado en
reptiles, aves, anfibios y artropodos (Levett, 2001). Es considerada una
enfermedad infecciosa emergente en humanos, y por lo tanto, de gran

importancia en salud publica (WHO, 2011).

El primer modelo animal de una infeccibn aguda por Leptospira spp. fue
reportado por Inada y col.,, 1916, inyectando sangre de un paciente con la
enfermedad de Weil a un mono, conejo, rata y a un cobayo y observaron que a
los 7 dias post infeccién, solo el cobayo desarroll6 signos y sintomas
consistentes a la enfermedad de Weil. Siguieron con el examen microscépico
del higado y detectaron una bacteria morfolégicamente idéntica a la
espiroqueta que observaron en las muestras de sangre, paredes intestinales y
glandulas adrenales obtenidas de pacientes que sucumbieron a la enfermedad.
Concluyeron que esta espirogueta era la causa patogénica de la enfermedad

de Weil y la llamaron Spirochaeta icterohaemorrhagiae (Inada y col., 1916).



2.2. Fundamentos de Leptospirosis

La leptospirosis es una enfermedad febril aguda causada por espiroquetas
patdgenas del género Leptospira (Costa y col.,, 2015). Las leptospiras son
espiroquetas moviles, delgadas y helicoidales de aproximadamente 6-20 um de
longitud. Tienen estructuras de superficie que comparten caracteristicas tanto
de bacterias Gram-positivas como de Gram-negativas. La doble membrana y la
presencia de LPS son caracteristicos de bacterias Gram-negativas, mientras
que la cercana asociacién de la membrana citoplasmatica con la pared celular
de mureina es reminiscente a la arquitectura de la envoltura de las Gram-
positivas (Haake, 2000; Ko y col., 2009; Vijayachari y col., 2008)

La leptospirosis ha sido reconocida como una zoonosis emergente a nivel
mundial, la cual es endémica en areas tropicales con inundaciones frecuentes y
especialmente areas con mala sanidad (Haake y Levett, 2015; Adler y de la
Pefa, 2010).

Las cepas patdgenas de Leptospira infectan principalmente a mamiferos pero
también pueden encontrarse en reptiles y anfibios (Levett, 2001; Adler y
Moctezuma, 2010). La mayoria de los mamiferos puede infectarse con
Leptospira, este género contiene cientos de serovares patdgenos que estan
asociados con uno o mas huésped de mantenimiento, los cuales sirven como
reservorios a largo plazo (Bolin, 1996). Los mamiferos que mejor se conocen
como huésped son los roedores, perros, cerdos y bovinos, pero los serovares

tienen la capacidad de adaptarse a nuevos huésped (Hartskeerl y col., 2011).

2.3. Taxonomia

El género Leptospira esta clasificado en 21 especies y cerca de 300 serovares
organizadas en 29 serogrupos. Entre estas 21 especies establecidas, 9 se
caracterizan como patogénicas y frecuentemente se han aislado de humanos y
animales; 5 se consideran como medianamente patogénicas, con la habilidad
de infectar humanos y animales, aunque con menor frecuencia y con signos

clinicos variables; y 7 se consideran como especies saprofitas ambientales no



patégenas (Adler y de la Pefia, 2010; Boonsilp y col.,, 2013; Victoria y col,
2008).

La clasificacion tradicional especifica que todas las especies saprofitas estan
dentro de Leptospira biflexa, mientras L. interrogans incluye todas las especies
patdgenas de leptospira (Kmety y Dikken, 1993; Plank y Dean, 2000) Siete de
las especies han sido establecidas como patogénicas: L. interrogans, L.
borgpetersenii, L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai, L. weilii y L. alexanderi.
Dos especies, L. alstonii y L. kmetyi, son candidatas para ser asignadas al
grupo patogénico (Smythe y col., 2013; Slack y col., 2009) Cinco especies, L.
broomii, L. fainei, L. inadai, L. licerasiae y L. wolffii, estan clasificadas como
intermedias y seis especies, L. biflexa, L. meyeri, L. terpstrae, L. vanthielii, L.

wolbachii y L. yanagawae son no patogénicas (Cerqueira y Picardeau, 2009).

24. Epidemiologia

La enfermedad es estacional, con incidencia maxima en verano o en otofio en
regiones templadas, donde la temperatura es el factor limitante en la
supervivencia de las leptospiras y durante las estaciones de lluvias en regiones
de clima calido, donde la desecacion rapida evitaria la supervivencia (CDC,
1994).

La duraciéon de la sobrevivencia de Leptospira en habitat natural, es afectada
por muchos factores, incluyendo factores bidticos y abioticos. Se cree que la
persistencia de Leptospira en suelos humedos y en agua dulce durante largos
periodos, depende de un pH ligeramente alcalino y altos niveles de oxigeno.
(Chang y col., 1948; Levett, 2001) Se ha reportado que Leptospira sobrevive
hasta por 10 meses en condiciones adversas (4°C) y por encima de 20 meses

cuando se almacena a 30°C (Barragan y col., 2011).

En el ambiente natural, los perros estan expuestos a cepas virulentas de
Leptospira que pueden presentar muchos (si pertenecen al mismo serogrupo),
pocos O ningun epitopo en comudn con los utiizados como cepas vacunales.

Asi, las cepas infecciosas del mismo serogrupo pueden pertenecer a un



serovar distinto de las cepas utilizadas en las vacunas o incluso a un serogrupo
distinto (Australis, Sejro&, Grippotyphosa, etc.). Un perro puede, por lo tanto,
ser afectado por leptospirosis a pesar de la vacunacién previa (André-Fontaine,
2013).

Los perros urbanos tienen un mayor riesgo de infeccion que los perros rurales
debido a la mayor densidad de perros y roedores que aumentan el riesgo de
exposicion entre los animales susceptibles. Ademas, los perros que viven en
zonas urbanas periféricas donde las condiciones sanitarias y la infraestructura
son precarias, con basura biolégica y no biolégica, las alcantarillas abiertas y la
cercania con otras especies animales constituyen poblaciones particularmente

en riesgo (Lelu y col., 2015).

Los patrones de distribucién e infeccibn pueden cambiar tanto por la
adaptacion de los serovares a otros huéspedes, y por la introduccion de nuevos
animales dentro de un area. También los cambios climéticos y ecolégicos
afectaran la distribucién de los serovares de Leptospira y consecuentemente la
prevalencia y las caracteristicas clinicas de los casos en humanos, mientras
que las practicas antropogénicas y el manejo de los sistemas de gestion de
animales, determinan los riesgos de exposicion e infeccion (Levett, 2001; Bharti
y col., 2003).

La leptospirosis infecta a mas de 150 millones de animales domésticos y
mamiferos salvajes y se difunde en todos los continentes, a excepcion de la
Antartida (Ko y col., 2009). Los portadores animales primarios de la
enfermedad son perros, bovinos y cerdos (Guerra, 2009). Los serovares que
circulan mas frecuentemente en perros son Canicola, Icterohaemorrhagiae,
Grippotyphosa, Pomona, Bratislava y Autumnalis (Moore y col., 2006; Ellis,
2010).

Los pequefios roedores se consideran como los reservorios mas importantes,
sin embargo, es probable que todas las especies conocidas de roedores,
marsupiales o mamfferos, incluidos los humanos, puedan actuar como
reservorios de leptospiras patégenas (Ganoza y col, 2010). Los estudios



epidemioldgicos confirman que las poblaciones de ratas pueden tener tasas de

infeccion tan altas como 90% (Levett, 2001).

El contacto directo con animales infectados es la causa de la mayoria de las
infecciones en agricultores, veterinarios, trabajadores en mataderos,
inspectores carnicos, trabajadores de control de plagas; ademas el contacto
indirecto es importante para los trabajadores del alcantarillado, los mineros,

soldados, trabajadores en campos de arroz, entre otras (Terry y col., 2000)

Aparte de los agricultores y el personal de matadero que adquieren
leptospirosis, esta zoonosis tiene un impacto directo en el comercio de

animales o carne (Ellis, 1994).

La relevancia de la leptospirosis es que plantea un problema existente y
creciente de salud publica y veterinaria. Es poco probable que las leptospiras (y
la leptospirosis) puedan ser erradicadas, ya que sus principales reservorios son
roedores, con ratas que constituyen fuentes importantes de serovares

altamente virulentos (Hartskeerl y col., 2011).

2.5. Patogenia

La enfermedad clinica puede resultar cuando los perros son expuestos a
organismos por contacto directo con orina infectada, o puede ocurrir la
transmision indirecta por contacto con agua o suelo contaminado. Otras formas
menos comunes de transmision directa son venérea, transplacentaria y a
través de heridas de mordedura o ingestion de tejidos contaminados (Mastrorilli
y col., 2007).

El periodo de incubacion para leptospirosis puede ser tan corto como unos
pocos dias, los organismos se replican rapidamente dentro de la sangre, tan
pronto como un dia después de la infeccion antes de invadir los tejidos. El
periodo de incubacion en estudios experimentales ha sido de 7 dias, pero varia
dependiendo en la dosis infectante, la cepa y la respuesta del sistema inmune

del huésped (Saravanan y col., 1999; Greenlee y col., 2005).



Durante los primeros dias de la enfermedad en curso, las bacterias patégenas
alcanzan el torrente sanguineo y evaden el sistema inmune del huésped para

diseminarse a organos diana (Bharti y col., 2003; Fraga y col., 2011).

El endotelio vascular es asi un actor clave durante la fase bacterémica de
leptospirosis, permitiendo el reclutamiento de células inmunes en tejidos. El
dafio endotelial generalizado puede ser un posible factor contribuyente para
explicar lesiones orgénicas, notablemente a nivel de puimones (De Brito y col.,
2013).

La entrada habitual es a través de abrasiones o cortes en la piel o a través de
la conjuntiva; la infeccion puede tener lugar a través de la piel intacta después
de una inmersién prolongada en agua, pero esto suele ocurrir cuando es
probable que se produzcan abrasiones y, por lo tanto, es dificil de corroborar.
Se ha documentado la transmision a través del agua; la contaminacion puntual
de los suministros de agua ha dado lugar a varios brotes de leptospirosis. La
inhalacion de agua o aerosoles también puede resultar en infeccion a través de
las membranas mucosas de las vias respiratorias. Rara vez, la infeccion puede
ser por mordeduras (Barkin y col., 1974; de Souza, 1986; Gollop y col., 1993;
Luzzi y col., 1987).

Las leptospiras colonizan los tdbulos renales de los huéspedes de
mantenimiento como perros, ratas y bovinos. Se excretan a través de la orina
en el medio ambiente, donde pueden sobrevivir en condiciones humedas
adecuadas. Los huéspedes de mantenimiento son tipicamente asintomaticos,
mientras que los huéspedes accidentales pueden sufrir una gama de
manifestaciones clinicas, incluyendo dafio hepéatico y renal, y hemorragia

pulmonar severa (Ko y col., 2009).

La leptospiruria en huéspedes de mantenimiento es de alta intensidad,
constante y de larga duracién en comparacién con los huéspedes accidentales,
donde es de baja intensidad, intermitente y de corta duracién (Chernukcha vy
col., 1974).



2.6. Inmunologia

La fagocitosis es uno de los principales mecanismos para eliminar los
patdgenos invasores en fases tempranas de la infeccion, en individuos sin una
inmunidad contra la infeccion adquirida (Gordon, 2016). Los macrofagos y
neutrofilos son los principales fagocitos responsables de matar y eliminar a
muchos patdégenos invasivos (Kaufmann y Dorhoi, 2016). Se ha demostrado
que los macréfagos mononucleares y neutrofilos fagocitan a las leptospiras,
pero solo las primeras pueden matar a las leptospiras intracelulares
fagocitadas, indicando que los macréfagos mononucleares son mucho mas
importantes que los neutrofilos en los mecanismos de defensa contra la

infeccidn de leptospira (Davis y col., 2009; Hu y col., 2013; Li y col., 2010).

Los receptores tipo Toll (TLRs) juegan un papel muy importante en restringir la
diseminacion de patdgenos en el huésped. El acoplamiento de TLRs por
productos microbianos da como resultado la homodimerizacion y reclutamiento
de la molécula MyD88 que conduce a la activacion de diversas vias de
sefalizacion intracelular tales como NF-kB y proteinas quinasas activadas por
mitdbgenos (MAP). La activacion de estas vias regula la secrecion de citoquinas,
regulacion positiva de las moléculas coestimuladoras, resultando en la
activacion, proliferacion y diferenciacion de células B y T, los cuales
contribuyen a la activacion de la respuesta inmune adaptativa, permitiendo asi
al huésped, erradicar los patdgenos invasores del cuerpo (Kawai y Akira, 2005;
Takeda y Akira, 2003)

Las leptospiras evaden la respuesta inmune del huésped por la interrupcion de
la sefializacion de TLR mediante la variacion de expresion de lipopolisacaridos
o la regulacion de expresion de proteinas de superficie, por lo tanto establece

la infeccion en varios érganos (Xue y col., 2010; Yang, 2007).

2.7. Signosy lesiones

El sindrome asociado con la leptospirosis canina no solo se caracteriza por un

amplia gama de caracteristicas clinicas agudas, como anorexia, letargia, dolor
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abdominal, vomito, pirexia, mialgia, fallo renal, hemorragia pulmonar e ictericia,
sino también como portador cronico que puede resultar en pérdidas

reproductivas y uveitis (Gallagher, 2011; Van de Maele y col., 2008).

Se han detectado cambios sugestivos a pancreatitis en algunos perros por
medio de ultrasonografia abdominal. Puede ocurrir hematuria en infecciones
naturales y experimentales. También pueden presentarse sangrados como
hematemesis, hematoquezia, hemoptisis, melena, epistaxis y hemorragias
petequiales (Birnbaum y col., 1998; Kohn y col., 2010; Mastrorilli y col., 2007,
Minke y col., 2009).

La mayoria de los perros infectados que presentan poliuria y/o polidipsia, son
azotémicos y la poliuria puede ser atribuida a un dafio tubular agudo, sin
embargo hasta el 25% de los perros con orina diluida no son azotémicos.
(Birnbaum y col., 1998) Hay evidencia de modelos animales experimentales, de
que leptospira puede causar una forma de diabetes insipida nefrogénica
adquirida, haciendo que los tibulos colectores sean resistentes a los efectos de

la vasopresina (Magaldi y col., 1992).

En el rifibn se generaliza necrosis tubular aguda, caracterizada por
aplastamiento tubular cortical, basofilia incrementada y apariencia de moldes
granulares dentro del lumen renal. Edema intersticial en forma de parches y
difuso y en algunos casos inflamacion intersticial linfocitica multifocal a difusa.
En el higado las lesiones son sutiles con una difusa marginacion de neutrofilos
(@ veces entremezclado con linfocitos) a lo largo de los sinusoides,

acompafiado por hipertrofia de las células de Kupffer (Prescotty col., 1991).

2.8. Diagndéstico

Durante la leptospirosis, la tasa de sedimentacion de eritrocitos esta elevada, el
rango de recuento de glébulos blancos va desde por debajo de lo normal a
moderadamente elevado. Las pruebas de funcionamiento hepatico muestran
una elevacion de las Alanina Aminotransferasas, bilirrubina y la fosfatasa

alcalina, la hiperbilirrubinemia esta fuera de proporcién a la ictericia en casos
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de leptospirosis ictérica. Las pruebas de funcion renal generalmente se
deterioran segun lo indicado por el incremento de creatinina plasmatica. El
andlisis de orina demuestra proteinuria, piuria, hematuria microscopica,
cilindros hialinos y granulares. La puncion lumbar revela presion elevada de
LCR, un predominio de linfocitos y polimorfonucleares. El espectro de sangre
periférica muestra leucocitosis periférica con desviacion a la izquierda y
trombocitopenia (Budihal y Perwez, 2014).

El test de aglutinacion microscopica (MAT) es actualmente la prueba seroldgica
estandar de oro para detectar leptospirosis en humanos y animales. Sin
embargo, se han descrito mas de 250 serovares hasta la fecha y, por lo tanto,
el uso de MAT requiere el panel de serovares mas geograficamente relevante.
(André-Fontaine, 2016). Las diluciones seriadas del suero del paciente son
incubadas con una seleccion de serovares patdégenos de Leptospira y la
aglutinacion de los organismos se evalla con microscopio de campo oscuro
(Schuller y col., 2015). Debido a que el test es dificil de realizar e interpretar, el

suero debe enviarse a un laboratorio de referencia (Levett, 2004).

La serologia no distingue entre exposicion natural y vacunacion, a pesar de que
los titulos postvacunales usualmente son bajos (< 1:400) y tipicamente estan
presentes por menos de 3 meses (Van de Maele y col., 2008) Un titulo de
>1:800 en un perro con signos clinicos compatibles y sin historial de
vacunacion contra leptospirosis, a menudo se considera sugestivo de
leptospirosis (Langston y Hauter, 2003).

Los titulos de 1:600 o mas altos, pueden ser detectados postvacunacion
temprana en algunos perros vacunados contra leptospirosis, un corte de 1:600
puede ser utilizado para incrementar la especificidad de un titulo alto de MAT
para el diagnostico de leptospirosis, particularmente si el historial de
vacunacion es desconocido. Un cambio cuatro veces mayor en los titulos de
anticuerpos dentro de 2 a 4 semanas también pueden ser utilizados para

confirmar el diagndstico (Barr y col., 2005).
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Como tal, MAT tiende a ser el Ultimo recurso en la practica ya que se han
desarrollado diversas técnicas de diagnostico (inmunocromatico) ofreciendo la
ventaja de obtener un resultado en 10 minutos. El test utiliza los extractos
antigénicos a partir de sangre completa, de L. kirschneri serovar Grippotyphosa
y L. interrogans serovar Bratislava para detectar IgM canina producida en
respuesta a la infeccion. Estos serovares fueron seleccionados ya que son de
relevancia clinica y tienen una prevalencia relativa a nivel mundial (Blazius y
col., 2005; Stokes y col., 2007).

La prueba de hemoaglutinacion indirecta (IHA) es un método de diagnéstico
rapido y facil que se basa en anticuerpos especificos del género. Sin embargo,
se han obtenido resultados contrastantes a través de varios estudios realizados
para encontrar la sensibilidad y especificidad de la IHA en infecciones
tempranas. Se ha demostrado tener una sensibilidad del 92% y especificidad
de 95% en comparacion con MAT, sin embargo la IHA tiene un alcance muy
limitado en el diagndstico de infecciones por leptospira antes de los 8 dias de

infeccion (Imamura y col., 1974)

Recientemente, los métodos basados en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), se han utilizado cada vez mas en el diagnéstico de
leptospirosis debido a su rapidez, alta sensibilidad y especificidad, asi como
una deteccibn contundente de Leptospira en una amplia gama de
especimenes, incluyendo muestras ambientales, clinicas y animales (Bomfim y
col., 2008). La reaccion detecta el ADN de leptospira en muestras con
cantidades extremadamente pequefias equivalentes al ADN contenido de
aproximadamente 10 leptospiras o menos. Una limitacion del PCR basado en
el diagnostico de Leptospirosis, es la incapacidad de la mayoria de identificar el

serovar infectante (Bal y col., 1994).

El cultivo de Leptospira es dificil por una variedad de razones. El proceso es
laborioso, y puede tomar hasta tres meses (Pike, 1976). Por lo tanto, el
aislamiento y el cultivo se utlizan principalmente para el diagndstico
retrospectivo. Ademas, para cultivar el organismo a partir de tejidos o fluidos

corporales, el conocimiento del estadio de infeccién es critico. En la fase
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aguda, que dura aproximadamente 10 dias, las leptospiras a menudo pueden
cultivarse de sangre o liquido cefalorraquideo. Por lo general, cuando se
detecta la respuesta de anticuerpos (aproximadamente a los 10 dias), las
leptospiras desaparecen de la sangre. Durante la segunda fase, que puede
durar hasta varios meses, la bacteriuria es a menudo intermitente (Budihal y
Perwez, 2014).

Las tinciones de plata por lo regular son utilizadas para identificar leptospiras
en tejido fijado en formol, sin embargo, surgen dificultades con este método por
la extensa tincion de reticulina y la incapacidad para reconocer los fragmentos
de leptospira, especialmente si solo estan presentes pocos organismos estan
presentes (Adiny Cowgill, 2000).
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M. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizaciéon

La Comarca Lagunera, region ubicada en el centro-norte de México, esta
conformada por parte de los Estados de Coahuila y Durango y debe su nombre
a los cuerpos de agua que se formaban alimentados por dos rios: el Nazas y el
Aguanaval, hasta antes de la construccion de las presas Lazaro Céardenas y

Francisco Zarco, que en la actualidad regulan su afluente.

La Laguna, como comunmente es conocida, esta integrada por 16 municipios,
11 del Estado de Durango y 5 del Estado de Coahuila: En la Comarca
Lagunera, la poblacién se encuentra principalmente concentrada en las
ciudades contiguas de Torre6n, Gémez Palacio y Ciudad Lerdo (Comarca

Lagunera.com).

3.2. Tomade muestras

Se tomaron 40 muestras de sangre sin anticoagulante de caninos clinicamente
sanos, de 8 clinicas veterinarias de los municipios de Torredn, Coahuila,
GoOmez Palacio y Lerdo, Durango. Se separo el suero de las muestras para su
analisis por la técnica de MAT, la cual se realiz6 en el Centro de Diagndstico
Integral y de Investigacion en Salud Animal del Estado de Chihuahua, A.C.

donde se utilizaron 9 serovariedades de leptospiras de referencia internacional.

3.3.  Principio de MAT

La MAT es una prueba que determina los anticuerpos aglutinantes en el suero
de un paciente mediante la mezcla de varias diluciones de éste con leptospiras
vivas 0 muertas. Los anticuerpos antileptospiras presentes en el suero hacen
gue las leptospiras se peguen unas a otras formando grumos. Este proceso de
agrupamiento es llamado aglutinacion y es observado usando microscopia de
campo oscuro. Los anticuerpos aglutinantes pueden ser de las clases IgM e
lgG (OMS, 2008).
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3.4. Procedimiento de MAT

El método consistié en mezclar el suero a estudiar con leptospiras cultivadas
para luego evaluar el grado de aglutinacion usando un microscopio de campo
oscuro. El punto de corte se definio como la dilucion del suero que muestre el
50% de aglutinacion, dejando 50% de células libres, cuando se le compar6 con
un control que consistié en un cultivo diluido 1:2 en una solucion amortiguada
con fosfatos (OMS, 2008). Los sueros con dilucion 1:50 o superior se
consideraron positivos al observar con un aumento de 10X, una aglutinacion o

desaparicion de células en el campo.

Se usaron placas plasticas para microtitulaciéon de 96 pocillos de fondo plano.
Las serovariedades utilizadas para el estudio fueron Icterohaemorrhagiae,
Canicola, Bratislava, Pyrogenes, Grippotyphosa, Pomona, Wolffi, Hardjo, y

Tarassovi.

Las muestras se consideraron positivas cuando se encontré aglutinacion en los
sueros que a la dilucién 1:50 o superior, mostraron 50% de aglutinacién o
desaparicion de células del campo a la observacion con el microscopio de

campo oscuro (10X)
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Se evalué un total de 40 animales de los cuales 14 fueron hembras y 26
machos, con un promedio de edad de 4 afos; 13(32.5%) Poodle, 6(15%)
Chihuahuefios, 5(12.5%) mestizos, 2(5%) Pastor Aleméan, 2(5%) Schnauzer,
2(5%) Yorkshire, 2(5%) Maltés, 2(5%) Cocker Spaniel, 1(2.5%) Pug, 1(2.5%)
Pomerania, 1(2.5%) Bulldog francés, 1(2.5%) Boxer, 1(2.5%) Labrador y
1(2.5%) Bulldog inglés. 11(27.5%) caninos presentaron vacunacioén que incluia
L. canicola y L. icterohaemorrhagiae. Los restantes no tuvieron informacion

sobre vacunaciones.

El estudio serolégico de las cuarenta muestras del presente estudio resultaron
negativas a leptospirosis por la técnica de microaglutinacién. Al respecto, se
sabe que la incidencia de leptospirosis, depende de las condiciones
ambientales y climaticas que influyen en las dinAmicas de poblacion (Yusti y
col.,, 2013). La informacién epidemiol6gica sobre la leptospirosis canina en
México es limitada, no sé dispone de un analisis real de la situacion, los casos
se estudian de manera independiente y la existencia de brotes es desconocida
(Luna y col., 2008).

Desde 1963 a la fecha, los reportes de leptospirosis en caninos en México
muestran prevalencias que van desde 17% hasta 81%. En centros de control
canino (Centros antirrabicos) las prevalencias varian de 28% a 77% y en perros
domiciliados de 19% a 81% (Luna y col., 2008), muy diferentes a los resultados
del presente estudio, pero similar a otro estudio realizado en Malasia, ya que
en caninos aparentemente sanos solo uno de 38 (2.6%) fue positivo

serolégicamente a leptospira (Lau y col., 2016).

Los mas recientes estudios en México, en la zona metropolitana de la Cd. de
México, se demostré una seropositividad del 28% y es indicativo de que la
leptospirosis estd comenzando a circular entre la poblacidn de perros callejeros
de la metrépolis, significando un problema de salud publica (Martinez-
Barbabosay col., 2016).
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También nuevos estudios, en este caso en la ciudad de Veracruz, realizados
para determinar la frecuencia de leptospirosis canina en albergues caninos
encontraron un 9.0% de seropositividad (Cruz-Romero, 2013). En Campeche,
se muestrearon 323 perros, 142 eran perros callejeros y 181 perros (caseros)
domiciliados, encontrdndose una positividad del 21.3% de perros domiciliados y

26.7% de perros callejeros (Blum y col., 2013).

En otros paises, como Brasil, estudios realizados con MAT muestran una
prevalencia de leptospirosis en todo el pais de 26% (de Castro y col., 2011). En
Buenos Aires, Argentina se encontr6 una seropositividad en 57% de perros
examinados; 82% de los sueros positivos coaglutinaron con dos o mas
serotipos (Rubel y col., 1997).

Previos resultados obtenidos en la Comarca Lagunera, muestran 67% de
seropositividad a la presencia de anticuerpos en contra de Leptospira spp en
perros callejeros de Torredn, Coahuila, siendo las principales serovariedades,
Icterohaemorrhagiae Canicola, Portland-vere, Bratislava, Palo Alto, vy
Pyrogenes. Las serovariedades Canicola y Portland-vere, mostraron titulos
altos de hasta 1:1600 (Ahuejote, 2012).

Es necesario considerar a la leptospirosis canina como una enfermedad
frecuente e importante, presente en muchas areas urbanas, de dificil
diagnéstico y tratamiento, que en cualquier momento se puede llegar a
manifestar clinicamente en los perros, inclusive los vacunados; por lo cual se
debe incluir en el diagnostico clinico diferencial de enfermedades infecciosas y
establecer criterios en su tratamiento, manejo y control (Luna y col., 2008). Un
perro puede, por lo tanto, ser afectado por leptospirosis a pesar de la

vacunacion previa. (André-Fontaine, 2013)

Los perros urbanos tienen un mayor riesgo de infeccion que los perros rurales
debido a la mayor densidad de perros y roedores que aumentan el riesgo de
exposicion entre los animales susceptibles. Ademas, los perros que viven en
zonas urbanas periféricas donde las condiciones sanitarias y la infraestructura

son precarias, con basura biologica y no bioldgica, las alcantarillas abiertas y la
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cercania con otras especies animales constituyen poblaciones particularmente

en riesgo (Lelu y col., 2015).

V. CONCLUSION

En base al historial clinico de los perros muestreados en el estudio, es probable
que éstos hayan resultado negativos a la prueba serolégica de leptospirosis
debido a que eran perros domiciliados, que no se encontraban en situacion de

riesgo

El hecho de que los perros estuvieran vacunados o no, no determinan un factor

de riesgo de infeccion por Leptospira spp.

Es recomendable realizar mas estudios serolégicos de leptospirosis en perros

domiciliados con la finalidad de mantener una vigilancia epidemiolégica
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