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RESUMEN

La leptospirosis es considerada la zoonosis de mayor difusion en el mundo, los
principales reservorios son los roedores, ovinos, porcinos, equinos y caninos; el
perro es la mascota doméstica mas comun en zonas rurales y urbanas
convirtiéndose en el principal transmisor de la leptospira hacia el humano, por lo
que contar con un panel de pruebas diagnésticas efectivas, rapidas, de alta
sensibilidad y especificidad, permitira ofrecer un diagndstico oportuno, e
implementar medidas de control y prevencion de la leptospirosis. El objetivo del
presente estudio fue determinar la presencia de Leptospira sp en caninos
remitidos al Laboratorio de patologia de la FES Cuautittan UNAM, mediante
diferentes pruebas diagndsticas las cuales fueron: la técnica de microaglutinacion
(MAT) para las serovariedades L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, L.
grippotyphosa, L. hardjo y L. tarassovi; la identificacion de lesiones sugerentes de
leptospirosis (nefritis intersticial crénica no supurativa y hepatitis necrética
multifocal) mediante el analisis histopatolégico con la tincion de Hematoxilina-
Eosina (H-E) y la identificacion de la leptospira por la tincion de Warthin-Starry
(WS); asi como, la implementacion de la prueba de PCR-Punto Final (PCR-PF)
contra Leptospira sp en rindn, higado y orina. Se obtuvieron las muestras de
suero, orina, higado y rindn de 54 perros, las cuales fueron sometidas a las
pruebas de MAT, PCR-PF y al analisis histopatolégico. Los resultados obtenidos
indican el 18.5% de seropositividad para al menos una de las 5 serovariedades de
Leptospira incluidas en este estudio a una dilucién 1:200. En la PCR se obtuvieron
fragmentos de amplificacién en el 20.3% en por lo menos uno de los tejidos de
cada animal, siendo el rifidn el 6rgano donde mas detecciones se realizaron
(18.51%). En el analisis histopatoldgico el 27% de los rinones mostraron lesiones
compatibles con Leptospira sp (nefritis intersticial cronica no supurativa). Sin
embargo solo en el 11.1% de los casos se logré identificar estructuras compatibles

con Leptospira sp por la tincion de Warthin Starry.




Se calculd el indice de Kappa (k) para las pruebas anteriores, tomando como
referencia la técnica de MAT, obteniéndose para la prueba de PCR-PF un indice
de Kappa de 0.23, la prueba de HP-HE reporté un k=0.33, para la prueba de HP-
WS el valor de k=0.12. De acuerdo al criterio de Landis Koch las pruebas de PCR-
PF y HP-HE se consideran de concordancia aceptable mientras que la prueba de
HP-WS se considerd reducida. Finalmente se determind la sensibilidad y
especificidad para la prueba de PCR-PF en base a la técnica de MAT obteniendo
una sensibilidad del 40% y una especificidad del 84%. El cuadro clinico de la
leptospirosis es habitualmente confundido con otras patologias por lo que es
importante contar con suficientes pruebas de diagndstico con alta sensibilidad y
especificidad, que sirvan de herramientas para ofrecer un diagndstico oportuno de
la leptospirosis y poder establecer medidas de control y prevencidon oportunas en

los sectores de salud animal y humana.




1. Introduccioén

La leptospirosis es una enfermedad de distribucidon mundial. La leptospirosis es
capaz de infectar cualquier mamifero doméstico o silvestre, en especial perros,

gatos, cerdos, caballos, ratas y humanos .

En el continente americano, ha sido publicado la prevalencia en algunos paises
como: México 18.9%; Argentina 26.8%; Brasil 22.3%; Cuba 48.7%; Salvador
17.5% y Colombia 25% 2.

La Leptospira sp, es de forma helicoidal, aerobia obligada, posee gran movilidad.
Tiene un diametro aproximado de 0.25um y una longitud de entre 6-25um, estas
caracteristicas hacen que la Leptospira sp sea observable unicamente en un
microscopio de campo oscuro o de contraste de fases, y no se pueda colorear con

anilinas 3.

El género Leptospira, pertenece a la familia Leptospiraceae y al orden
Spirochaetales. Las leptospiras son muy sensibles a la desecacién, luz y pH acido.
Una temperatura menor a 13°C y mayor a 35°C provoca su muerte rapidamente *.
Son sensibles a soluciones hipertdnicas de sal comun (2.8%), bilis y a la mayoria
de los antibi6ticos in vitro o in vivo como la penicilina, estreptomicina y los grupos

macrolidos.

Se difunde principalmente a través de la orina de los animales infectados y la
transmision hacia otros animales y personas ocurre por el contacto con el agua,
suelo o vegetacion contaminada con orina de los hospederos de Leptospira sp
patdégena. El mecanismo de contagio es a través de mucosas, piel lesionada o por
ingestion y se replica en diversos tejidos como rifién, higado, pulmon, ojos y el

sistema nervioso central °.

La leptospirosis presenta un cuadro clinico asociado a fiebre alta y compromete el
funcionamiento normal de 6rganos; puede confundirse con otras enfermedades
que presentan sintomas similares como fiebre amarilla, influenza, paludismo,

hepatitis, dengue, etc.




El diagnostico bacteriologico se basa en el aislamiento, cultivo e identificacion.
Para el diagnostico de la leptospirosis se cuenta con técnicas de diagnostico como
la observacion en microscopio de campo oscuro, tincidon argeéntica,
inmunohistoquimica, inmunofluorescencia y la observacion directa de leptospiras
en sedimentos de orina. Existen otros métodos para la deteccion de leptospiras,
como el marcado de particulas de oro, aglutinacion microscépica (MAT),
microaglutinaciéon microscopica con antigeno muerto (MSAT), aglutinacion
macroscopica, prueba hemolitica, fijacion de complemento, ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) y PCR °.

Las técnicas directas (microscopio de campo oscuro, contraste de fases e
inmunofluorescencia) son poco sensibles, necesitan cargas altas de células/ml, y
son potencialmente peligrosas. Las técnicas indirectas como el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA), técnica de aglutinacién de microcapsula (MCAT) y
microaglutinacion (MAT) requieren de mucho tiempo, pueden ser costosas y
retrasan el diagnostico temprano de la enfermedad en su fase aguda ’. En la
actualidad, el uso de herramientas moleculares como la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) se considera altamente sensible, especifica y rapida.

Por todo lo anterior, se considera importante contar con suficientes alternativas de
diagndstico con alta sensibilidad y especificidad, que sirvan de herramientas para
detectar la leptospirosis y realizar un diagnéstico de la enfermedad de manera
rapida y eficiente, para poder establecer medidas de control y prevencion

oportunas en las poblaciones susceptibles.

2. Marco teodrico

2.1. Taxonomia y clasificacién de leptospira
La leptospira presenta la siguiente clasificacion taxondmica 8.
* Division: Procariotes.
» Clase: Schizomicetes.
* Orden: Spirochaetales.




* Familia: Leptospiraceae.
» Género: Leptospira.

» Especies: L. interrogans, L. biflexa.

El método tradicional de clasificacion dividié a las leptospiras en aproximadamente
200 serovariedades basados en las diferencias antigénicas (serologicas), todas las
leptospiras patdégenas fueron clasificadas como una especie, L. interrogans; las
serovariedades de vida libre no patégenos fueron incluidas en la especie L.

biflexia®.

El complejo L. interrogans con base en propiedades antigénicas, se subdivide a su
vez en aproximadamente 180 serotipos. Estos 180 serotipos, por su
comportamiento inmunolégico, se han dividido en 18 subgrupos. Entre los mas
comunes se encuentran: L. icterohaemorrhagiae, L. autumnalis, L. canicola, L.
pomona, L. georgia, L. australis y L. grippotyphosa. No hay especificidad de
hospedador ni de cuadro clinico como se creia antes '°, pero podemos encontrar

ciertas serovariedades mas frecuentemente en algunos mamiferos.

Sin embargo, la nueva clasificacién del Género Leptospira se inclina sobre las
relaciones genéticas del organismo, por ejemplo: el analisis de endonucleasa y la
restriccion de DNAcromosomal. Hay actualmente 7 genoespecies, 28 serogrupos

y numerosas serovariedades y genotipos °.

2.2. Caracteristicas generales del género Leptospira

Leptospira sp es una bacteria en forma de espiroqueta, delgadas y flexibles de 5 a
10um de longitud y de 0.1 a 0.2um de ancho con espirales muy finas. A menudo
uno de los extremos del microorganismo se dobla para formar un gancho. La

movilidad es lograda por un par de filamentos axiales, uno en cada extremo.

Estas bacterias solo son visibles al microscopio de campo oscuro o de contraste

de fases, pero no por microscopia de luz de campo claro, se caracterizan por ser

1

microorganismos aerobios obligados de crecimiento lento '. No se tifien con




facilidad, pero se pueden impregnar con plata, rojo Congo, tinta china,

fluoresceina, peroxidasa conjugada mas reactivos coloreados o por hibridacion del

DNA con reactivos coloreados biotina avidit “DAB*“ °.

Figura 1. Micrografia de Leptospira biflexa serovariedad andama al microscopio
electronico de barrido 8000x'2.

La leptospira se cultiva en medios artificiales, los cuales pueden contener 10% de
suero de conejo 6 1% de suero albumina bovina y tween 80, a un pH 6.8-7.4; el
crecimiento 6ptimo se da a una temperatura de entre 28 y 30°C. Para evitar la
contaminacion del medio se puede adicionar antibiéticos o intercalantes como el 5-
fluorouracil y el sulfato de neomicina para hacerlo selectivo. EI medio mas usado
es el Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris medium(EMJH) el cual contiene
1% BSA 'y Tween 80 2.

La leptospira es altamente susceptible a la desecacion y a los cambios de pH;
pH<6 y pH>8 son inhibidores; temperaturas <7-10°C y temperaturas >34-36°C son
nocivas. Sobreviven hasta 180 dias en suelos humedos, por varios meses en
superficies acuosas y sobreviven aun mejor en agua estancada que en

movimiento '




2.3. Reservorios

Los principales reservorios de la leptospira en el ambiente urbano son los caninos
y los roedores, asi como los bovinos, porcinos y equinos en el campo. La
leptospira se adapté a "hospedadores reservorios primarios", los cuales
comunmente son animales salvajes. Estas mismas especies de leptospira también
se presentan en casi cualquier otro hospedador mamifero como "hospedadores

reservorio incidentales o accidentales" °.

Los caninos son el reservorio primario para la L. canicola y la L. bataviae, sin
embargo pueden infectarse con varias serovariedades como L.
icterohaemorrhagiae y L. georgia, y servir como hospedadores accidentales. Los
bovinos son reservorios primarios para la L. hardjo y L. pomona, y hospedadores
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. icterohaemorrhagiae y accidentales para la L.
pomona. Los ovinos y caprinos son reservorios primarios para las L. ballumy L.

hardjo y accidentales para la L. pomona .

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 primeros tienen el pH de la orina
alcalino, favoreciendo la sobrevivencia de la leptospira. Asi 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 hospedador accidental. La excrecion de la leptospira en la
orina de los reservorios puede ocurrir por periodos prolongados y contaminar el

ambiente °.




2.4. Aspectos historicos

En 1907, Stimson descubriéo el microorganismo en los tubulos renales de un
paciente que murié de la llamada fiebre amarilla. La espiroqueta fue aislada por
primera vez en Japon por Inada y compafneros de trabajo en 1915 al que
denominaron Spirochaeta icterohaemorrhagiae; casi 30 afios después Waell
describio la enfermedad clinica en 1886. Su relativamente reciente descubrimiento
desmiente la larga historia de la leptospirosis, que probablemente se conocia
mucho antes en China y Japdn por nombres como "ictericia de la cosecha" y
"fiebre de otono". El género Leptospira contiene ambas cepas patdgenas y no

patégenas *°.

Historicamente, las serovariedades asociados con la enfermedad clinica en los
caninos incluian a L. canicola y L. icterohaemorrhagiae. Sin embargo, la idea que
se tenia de la enfermedad cambid cuando cientos de casos de leptospirosis fueron
reportados en Long Island, Nueva York (USA) en 1996. Desde entonces, L.
grippotyphosa y L. pomona se han convertido en los mas prevalentes en esa

region °.

En el congreso de la asociacién mundial de animales menores del 2004 se expuso
que la tendencia de cambio en la epidemiologia de la enfermedad esta

relacionada a dos factores importantes '°.

1. La vacunacion preventiva, que no ha podido erradicar la enfermedad
clinica.
2. Se ha producido un aumento en la migracion de vida salvaje, donde las

serovariedades grippotyphosa y pomona son los mas prevalentes.




2.5. Distribucion geografica
2.5.1. Distribucion mundial

La Leptospirosis es una enfermedad cosmopolita. Teodricamente, cualquier
mamifero puede infectarse por cualquier serovariedad; pero en realidad, solo
algunas serovariedades pueden ser consideradas como endémicas y/o enzodticas
en una regidn. A nivel internacional los paises endémicos son: Espafia, Barbados,
Holanda, Francia, Rusia, Peru, Argentina, Chile, Canada, Eslovaquia, Escocia,
Pakistan, Tailandia, Nigeria, Costa Rica, Alemania, Dinamarca, Italia, Cuba,
Australia, Zaire, Yugoslavia, Irlanda del Norte, Bangla Desh, Gaboén, Japon,
Venezuela. Los paises epidémicos son: Brasil, China, India, Puerto Rico y casos

aislados Estados Unidos de América.

Las serovariedades como: L. pomona, L. Icterohaemorrhagiae, L. canicola y L.
grippotyphosa se consideran de distribucion mundial. La presencia de una u otras

serovariedades dependen de la existencia de mamiferos silvestres en la region.

La distribucién como la incidencia de la enfermedad depende del tipo del suelo,
pH, la temperatura y de la capacidad de las aguas naturales de mantener a los

microorganismos intactos °.

En el continente americano, la prevalencia en algunos paises son: México 18.9%;
Argentina 26.8%; Brasil 22.3% Cuba 48.7%; Salvador 17,5% y Colombia 25% 2.

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) por medio de su base de datos
WAMHID muestra el reporte de los casos de leptospirosis en animales domésticos y

silvestres reportados en el periodo de Enero a Junio del 2011 (Figura 2).




WAHDOIED 20 14

[ Sin infarmacian
Munca sefalada
I Mo oobservada en este pericdao |

[ sesospecha =T ;
- Infeccian/Infestacion .
[ Enfermedai-Eiifise™

LEMLET
r-—Enferma:IaJ:I limitada a una o varias zonas

Figura 2. Reporte de casos mundiales de leptospirosis en animales domésticos y silvestres (Ene-Jun, 2011)
WAHID-OIE. El continente Americano muestra un reporte de enfermedad clinica en la mayor parte de los paises.
México presenta reporte de enfermedad limitada a una o varias zonas.

Mostrando asi que la leptospirosis se presentan en la mayoria de los paises del

mundo y en México se presenta en una o varias zonas limitadas.

2.5.2. Distribucion y prevalencia en México

En México las especies de mayor importancia econémica son: bovinos, equinos,
cerdos, ovejas y cabras. Las cuales son susceptibles al contagio por leptospira la
cual también puede afectar en mayor o menor grado a otros animales domésticos
y salvajes como: perros, gatos, venados, mofetas, mapaches, zarigleyas,
musarafias, murciélagos, peces, reptiles, ranas, conejos, zorros, erizos, ratas y

ratones .

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) por medio de su base de datos
WAHID muestra que entre el periodo del 2005-2011 México presenta infeccién por

leptospira en animales (Figura 3).
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Estatus semestrales
Fais 2005 006 2007 2008 2008 210 2011 1z

ene-jun. jul-dic. ene-jun. jul-dic. ene-jun. jul-dic. ene-jun. jul-dic. ene-jun. jul-dic. ene-jun. jul-dic. ene-jun. jul-dic. ene-jun. jul.-dic.
Wexic
Frecuencia de las enfermedades
Clave para los colores
No hay informacion disponible para esta enfermedad

Enfermedad nunca sefialada
Enfermedad no sefialada durante este periodo

Se sospecha de la enfermedad pero no ha sido confirmada N Y ) L ) . . -
Presencia de Ia infeccion pero sin signos cinicos Cuando la situacion sanitaria en los animales domesticos y salvajes es diferente, la casilla se divide en dos;
p g -La parte superior indica Ia situacion en los animales domésticos

-pmse“':ia de la enfermedad -La parte inferior indica la situacidn en los animales salvajes
Enfermedad limitada a una o varias zonas

Infeccidn/infestacion limitada a una o varias zonas
Sospecha de la enfermedad sin confirmacion limitada a una o varias zonas

Figura 3. Situacion de leptospirosis en México del afio 2005 al 2011. En el periodo de 2005 a 2008 existe
presencia de la enfermedad, del periodo de 2009 al 2011 existe la presencia de la enfermedad y se sospecha de
la enfermedad pero no ha sido confirmada. OIE ~-WAHID.

La WAHID reporta que dentro del periodo de Enero a Diciembre del 2011, México

tuvo 346 casos de leptospirosis en animales.

La Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
Autonoma de Meéxico, quien en el periodo de 1989 a 1998, reporta haber
procesado 1,746 muestras provenientes de diferentes entidades (Chiapas, Distrito
Federal, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, México, Morelos, Puebla, Querétaro,
Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Yucatan); encontrandose segun la especie
animal una positividad de 97% en caprinos (43 muestras), de 55.5% en equinos (9
muestras); de 55% en ovinos (40 muestras); de 49.1% en bovinos (846 muestras),

de 27.6% en perros (423 muestras), de 18.5% en porcinos (286 muestras).
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Distribucion de casos de leptospirosis en la Republica Mexicana 1989-1998.
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® Caprinos
H Equinos
B Ovinos
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Figura 4. Reporte de resultados de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM; 1647 muestras
positivas provenientes de Chiapas, Distrito Federal, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, México, Morelos, Puebla,
Querétaro, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Yucatan 6.

El Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP)
de SAGARPA, también ha realizado estudios seroldgicos en animales domésticos
en el lapso de 1985 a 1997, en muestras provenientes de 19 entidades
(Aguascalientes, Chiapas, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco,
México, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Sinaloa, Sonora,
Tabasco, Tamaulipas, Veracruz, y Yucatan) se estableci6 como promedio de
positividad de 65.8% en caprinos y de 55.6% en ovinos, asi como una positividad

de 90.6% en animales silvestres y de 56% en roedores °.

La leptospirosis en humanos no se reportaba en el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica (SINAVE). Se inici6 su registro a partir del afio 2000.

Un estudio realizado en México en 2013, por Z. Renato en base a los datos del

SINAVE en el periodo de 2000-2010 mostré que la leptospirosis en humanos se
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distribuye en los estados del sureste, presentando el mayor numero de casos.
También demostré que la serovariedad mas frecuente sigue siendo L. canicola
(Figura 5) "".

+ Campeche L. canicola 96
L. hardfo 45
* Yucatan L. pormons 42
L. autumnalis 35
* Sonora

L. bratislava 33
+ Qaxaca L. baltum S-102 23
L. celledoni 14

* Hidalgo
L. cynopteri 11
* Veracruz L. georgia 15
L. icterohaemorrhagiae 1.5

* Tabasco
L. mankarse 1.1
* Sinaloa L. pyrogenas 05
>1 serovar 63.6

Figura 5. Izquierda: Estados de la Republica Mexicana confirmados de leptospirosis del afio 2000 al 2010 se

muestran en color gris. Derecha: Porcentaje de serovariedad aislado en la poblaciéon mexicana 7.

2.6. Transmision de la leptospirosis

La leptospira no se multiplica fuera del hospedador y su supervivencia depende de
las condiciones ambientales en las que se encuentren, por ejemplo, las

condiciones del suelo y agua ° ™°.

Una mayor incidencia de la enfermedad ocurre en suelos con pH alcalino, durante
las estaciones humedas (areas de alta precipitacidon), en areas bajas donde es
susceptible que la lluvia corra, climas calidos y humedos, areas con abundante
superficie de agua generando campos pantanosos y areas barrosas °.

La infeccion en humanos y animales es por contacto directo con orina infectada,
material o fluidos fetales y placentarios, descargas uterinas, o por contacto

indirecto con el ambiente contaminado.
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El hombre puede infectarse en actividades recreativas al entrar en contacto con
agua dulce estancada contaminada (bafo, pesca, deportes acuaticos) y por
contacto con su mascota. Aerosoles inhalados pueden transportar

microorganismos directamente a los pulmones.

Existen varias actividades que representan riesgo biolégico en medicina
veterinaria y en trabajadores agropecuarios, entre ellas se encuentran: la cria y la
reproduccion de especies animales, el sacrificio de los animales para el consumo
humano, la atencién de los animales enfermos en hospitales y zooldgicos, las

necropsias y los procesos inherentes a los laboratorios de investigacion 16,

Los caninos en patios cercados pueden exponerse a orina de animales salvajes,
incluyendo roedores; caninos que son ejercitados mediante caminatas en parques,
caninos de caza y aquellos que vagan en el campo o0 nadan en estanques,
lagunas y en arroyos con poco y lento caudal estdn en un mayor riesgo a la
exposicién a leptospirosis y por lo tanto los duefios también se encuentran en

riesgo, siendo introducidos en la cadena epidemioldgica de modo accidental 8.

2.7. Cuadro clinico
2.7.1. Manifestaciones clinicas

Después de un periodo de incubacion de 7-12 dias, los sintomas aparecen

bruscamente.

Las manifestaciones clinicas de la leptospirosis son muy variables, la enfermedad

presenta cuatro categorias clinicas amplias 2.

1. Enfermedad leve de tipo pseudogripal.

2. Sindrome de Weil caracterizado por ictericia, falla renal, hemorragia y
miocarditis con arritmias.
Meningitis/meningo encefalitis.

Hemorragia pulmonar con falla respiratoria.
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En su forma mas leve, la leptospirosis puede presentarse como un sindrome gripal
con cefalea y mialgias. La leptospirosis grave, caracterizada por ictericia,

disfuncion renal y diatesis hemorragica (Sindrome de Weil).

Las manifestaciones clinicas general se pueden dividir en dos sindromes clinicos
distintos. El 90% de los pacientes presentan enfermedad febril anictérica leve; el
10% estan gravemente enfermos con ictericia y otras manifestaciones (Sindrome
de Weil)'™.

En los animales, especialmente los bovinos se pueden complicar con abortos,

disminucién de la fertilidad y disminucién de la produccién lactea '°.

En caninos la severidad de los signos clinicos se ve influenciada por la edad,
estado de vacunacion, la virulencia inherente de una serovariedad de leptospira en
particular, la ruta y el grado de exposicion. En la enfermedad pre-aguda a
subaguda, los caninos pueden morir sin la presencia de signos clinicos. Estos
caninos comunmente se presentan con pérdida de apetito, fiebre 38.5 a 40°C,
severa mialgia y se rehusan a moverse, rigidez, temblores, debilidad progresiva y
depresion, es posible la presencia de vomito y diarrea lo cual resulta en una rapida

deshidratacion y sed excesiva.

En las membranas mucosas a menudo presentan petequias y hemorragias
equimoticas extensas; la ictericia no es comun, y ocurre con mayor frecuencia en

perros infectados con L. icterohaemorrhagiae.

Los caninos con enfermedad aguda ademas pueden presentar una deposicion
grisacea, piel y ojos amarillentos, y desarrollar pérdida de peso crénica. En casos
cronicos, puede ocurrir que no exista enfermedad aparente, o sélo se presenta
fiebre de origen desconocido y de leve a severa conjuntivitis °.
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2.7.2. Forma anictérica

Constituye de 90 a 95% de los casos y clinicamente, presenta 2 fases '°:

Fase 1 (infecciosa). Dura de 4 a 9 dias. Hay instalacion abrupta de cefalea,
fiebre alta, escalofrios y mialgias severas, sobre todo en los miembros
inferiores, en ocasiones acompafadas de hiperestesias. La anorexia, las
nauseas y el vomito ocurren en la mitad o mas de los pacientes. Hay
conjuntivitis y exantema que puede ser maculopapular, macular o urticarial.
La hepatoesplenomegalia puede ocurrir, pero es mas bien rara. Esta fase
coincide con la presencia de la leptospira en el liquido cefalorraquideo

(LCR) y en la sangre.

Fase 2 (inmune). Aparece después de un periodo corto de 2 a 3 dias de
disminucién importante de sintomas y fiebre (corresponde a la aparicion de
leptospira en la sangre y del LCR), y dura de 1 a 3 dias. Las
manifestaciones clinicas son mas acentuadas que en la fase 1. Hay
reaparicion de fiebre, casi siempre mas baja que la fase 1, o puede faltar, y
se agrega delirio. Hay cefalea intensa persistente que no responde a
analgésicos comunes. Se encuentran mialgias severas que comprometen
en especial los gastrocnemios, la regién paraespinal, el abdomen y el
cuello. También hay adenopatias, hepatomegalia, esplenomegalia en 15-
25% de los casos y erupcion. A nivel ocular y en forma caracteristica se

presenta fotofobia, dolor, hemorragia conjuntival e iridociclitis.

2.7.2.1. Enfermedad de Stuttgart

Esta enfermedad esta dada por la serovariedad L. canicola la cual se caracteriza

por presentarse principalmente en caninos adultos de 3 a 8 anos, aunque se han

realizado aislamientos en animales de hasta 14 afos. Tiene un periodo de

incubacion de 7 dias aproximadamente y la signologia se inicia con anorexia,

polidipsia, emesis frecuente de consistencia mucoide blanquecina, que en su
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ultima fase es de color café obscuro en forma de “taza de café” debida a la sangre
digerida, deshidratacion marcada, miositis, dolor sublumbar, paresia del tren
posterior, renuencia a moverse causada probablemente por inflamacién muscular,
meningea o renal. Se observa postracion, estupor profundo, somnolencia,
adelgazamiento rapido y progresivo de aproximadamente 40% del peso corporal,
puede haber fiebre o bien hipotermia progresiva, congestion vascular episcleral y

conjuntival, ulceras a lo largo de las encias y raramente halitosis urémica.

El cuadro generalmente cursa con estrefiimiento, pero puede haber diarrea con
heces sanguinolentas poco abundantes de color vino cada tres o cuatro dias, dolor
abdominal a consecuencia de la eliminacién de urea por el tubo digestivo. Existe
alteracién renal con consecuente poliuria y posterior oliguria seguida de falla renal
y proceso urémico, la respiracion es pausada y profunda. En los casos de curso
clinico grave, se puede manifestar ictericia poco progresiva de las mucosas y la
piel; asi mismo, hay taquicardia que evoluciona a una arritmia cardiaca, un estado

de coma y posteriormente se presenta la muerte.

La enfermedad dura entre 8 y 10 dias, en los casos graves la muerte puede ocurrir
entre el tercero y sexto dia, con un cuadro hipotérmico progresivo, disnea,

cianosis, emesis, congestion episcleral y postracién lateral.

Dentro de la variabilidad de los cuadros, se puede observar una forma sobreaguda
en 48 a 72 horas con un estado febril de 41°C, emesis, congestion episcleral,
disnea, cianosis, postracién lateral y muerte que se puede confundir con una
intoxicaciéon. Existe también una forma crénica que se manifiesta con uremia sin
alteraciones bucales y con poliuria pasajera o bien con una emaciacion cronica sin

causa aparente.

También se puede presentar en forma asintomatica, teniendo el animal un estado
fisico saludable sin manifestar ningun trastorno clinico, quiza debido a que la
leptospira se localiza de inmediato en el rindn y por lo tanto, la leptospiruria y los
anticuerpos circulantes son los unicos datos que existen. La mortalidad puede

llegar a ser de un 50% 2.

17



2.7.3. Forma ictérica

Es una forma mas severa de la enfermedad. Por lo general su curso clinico es
continuo y no bifasico como la forma anictérica. Los sintomas iniciales son
similares a los de ésta, pero en el dia tercero o sexto aparece ictericia progresiva
con niveles de bilirrubina no mayores de 20mg/dl y fosfatasa alcalina
moderadamente elevada. Hay dolor en el hipocondrio derecho, hepatomegalia
leve o0 moderada, y alza de aminotransferasas que raramente excede 5 veces los

valores normales '°.

2.7.3.1. Enfermedad de Weil

La serovariedad L. icterohaemorrhagiae es la causa de un cuadro ictérico grave en
caninos, muy semejante a la afeccion en el hombre. La frecuencia de presentacién
en el canino es baja (25%) en comparacion con la frecuencia de presentacion de
la serovariedad L. canicola (75%). Afecta con mayor frecuencia a animales
menores de 2 anos. La ruta seguida por la infeccién y el periodo de incubacion
son similares a la infeccidn por canicola, existe un aumento transitorio de la
temperatura corporal (febricula) que generalmente pasa inadvertido. Se observa
una presentacion subita y progresiva de ictericia en tres a cuatro dias que va de
un color amarillo tenue a un color amarillo naranja que se manifiesta en la piel y
las mucosas, la orina es amarilla parduzca. Se identifica una debilidad general en
miembros anteriores dando apariencia en cachorros de “pata de liebre”;
escalofrios, depresion, anorexia, emesis de cuatro a cinco veces al dia con sangre
fresca, polidipsia, emaciacién del 40% del peso, deshidratacion, hemorragias
petequiales y/o equimdéticas en conjuntiva y cavidad oral, existe una congestion
conjuntival, ulceras y halitosis en cavidad oral. Hay dolor abdominal marcado con
constipacién inicial, moco y presencia de sangre fresca que puede ser seguida por

diarrea; en cachorros se puede presentar intususcepcion intestinal.
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Figura 6. Fase ictérica en caninos a causa de la serovariedad L. icterohaemorrhagiae °. Presencia de color

amarillo-naranja en las encias del canino.

En cachorros se observa una descarga nasal que pasa de transparente a
mucopurulenta con presencia de sangre, estado de shock y muerte. A pesar de
existir dafio hepatico, no es posible palpar el higado. Dentro de la variabilidad de
cuadros clinicos podemos encontrar un trastorno respiratorio con trastornos
disneicos, congestidn episcleral y fiebre. Es una enfermedad que rara vez se torna
cronica, la muerte generalmente suele ocurrir a los cuatro o cinco dias de iniciados

los signos clinicos, la mortalidad puede ser de un 100%.

La presencia de ictericia en la leptospirosis canina no es un signo patognomaonico,
en los casos clinicos se menciona una frecuencia del 10%. Al considerar que
existe relacidn entre ictericia clinica (2-3mg/dl) y seroldgica, la presencia de
ictericia en sueros para diagndstico nos permitira inferir la frecuencia de la

enfermedad e inclusive la serovariedad involucrada %°.
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2.8. Lesiones caracteristicas en tejidos y 6rganos
2.8.1. Lesiones macroscoépicas

En estudios post mortem se observan hemorragias difusas a nivel de los tejidos,
ademas de las ostensibles hemorragias externas (epistaxis, hemoptisis,
hematemesis, melenas). La nefritis intersticial focal y necrosis tubular aguda,
también focal, se han relacionado a la migracion de leptospiras a través del rifdn y
al depdsito de antigenos. El dafo capilar pulmonar conduce a fallo respiratorio
agudo y hemoptisis. Se han observado miocarditis intersticial y arteritis coronaria.

En el musculo esquelético se ven areas de necrosis hialina y hemorragias 2.
Principales lesiones de los érganos mas afectados ™°.

> Higado: Se debe sobre todo a una disfuncion hepatocelular usualmente
sin necrosis o con ataque estructural leve. Los cambios microscépicos no
son diagnodsticos y se correlacionan poco con el grado de compromiso
funcional. Estos cambios incluyen: edema de hepatocitos, disrupciéon de
cordones hepaticos, agrandamiento de las células de Kupffer y estasis
biliar canalicular, o que explica en buena parte la ictericia en algunos
pacientes. Las espiroquetas se pueden encontrar en el higado de 25 a
30% de los casos.

» Rinoén: La falla renal es principalmente consecuencia de lesiones
tubulares. Este dafo parece ser originado en isquemia renal por
hipovolemia e hipotension por pérdida del volumen intravascular, debido al
compromiso endotelial o por algun efecto toxico directo de la leptospira. La
leptospira se visualiza con frecuencia en el lumen de los tubulos. En los
casos graves hay edema intersticial e infiltrado celular de linfocitos,
neutrofilos, histiocitos y células plasmaticas.

» Muasculo: Los musculos voluntarios, en especial los miembros inferiores,
presentan lesiones caracteristicas que consisten en necrosis de fibras,

vacuolizacion, hialinizacion e infiltrado inflamatorio.
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» Meninges: Durante los primeros dias se puede encontrar la leptospira en
el LCR, pero los signos meningeos estan ausentes, y se presentan en la
segunda fase de la enfermedad cuando se han producido anticuerpos, lo
que significa irritacion meningea inmunoldgica.

» Ojos: Manifestaciones oculares pueden derivar amorbilidad significante.
Durante la fase aguda de la enfermedad, la congestion conjuntival es un
hallazgo clinico comun. Uveitis es una secuela poco probable %

» Sistema gastrointestinal: Como hallazgos aislados se puede encontrar
peritonitis y pancreatitis.

» Corazén: Se han encontrado bloqueos, miocarditis, arteritis coronaria,
aortitis, pericarditis y endocarditis. Se cree que una fraccién glicoprotéica de
la célula leptospiral es la responsable de estos disturbios ritmicos, ya que

podria inhibir la bomba sodio potasio ATPasa®®.

2.8.2. Lesiones microscopicas

Las lesiones son localizadas en el cerebro, médula espinal, corazén, pulmones y

rifiones 2’

» Miocarditis y encefalitis no supurativa, necrosante, multifocal.

» Focos centrales de necrosis rodeados por células inflamatorias (células
gliales y mononucleares).

» Encefalitis multifocal con focos de gliosis o necrosis, los cuales estan
ocasionalmente mineralizados e inflamados.

» En el musculo esquelético y en el corazon se encuentran taquizoitos
intracelulares, ademas, en este ultimo, se observan en las fibras de Purkinje
y las células endoteliales.

» Lesiones de necrosis hepatica multifocal.

» Neffritis intersticial cronica no supurativa.

» Neumonia intersticial.

» Adenitis adrenal.
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Dentro de las lesiones microscopicas la nefritis intersticial cronica en rifion y la
necrosis hepatica multifocal en higado representan las lesiones mas comunes
provocadas por leptospirosis debido al curso de la infeccion y la patogenia de la

leptospira 28 27 248,

2.8.2.1. Nefritis intersticial

Las nefropatias intersticiales son aquellas enfermedades que afectan de forma
predominante al intersticio renal. Aunque pueden encontrarse afectos en mayor o
menor medida todos los integrantes del parénquima renal (glomérulos, tubulos,
intersticio y vasos), se requiere que la agresién patogénica y la mayor lesion
estructural se localicen en el intersticio para calificar como intersticial una

determinada afeccion renal.

La nefritis intersticial se caracteriza por la presencia de infiltrados inflamatorios y

edema en el intersticio, generalmente asociado a un deterioro de la funcion renal.

En las biopsias renales predominan las lesiones de atrofia tubular y fibrosis
intersticial, siendo los focos de infiltrados celulares intersticiales muchos mas
aislados que en las formas agudas. Segun va progresando la gravedad de las
lesiones tubulo intersticiales, son mas frecuentes las alteraciones glomerulares:

fibrosis periglomerular y glomerulosclerosis global. Los vasos presentan un

— ”

engrosamiento fibrointimal progresivo 28

b) —

Figura 7. Nefritis intersticial, infeccion por L. canicola, Tincion H&E, 25x °, a) presencia infiltraciones celulares
dentro del glomérulo, b) tubulo atrofiado, ¢) zona con infiltraciones celulares en el intersticio renal.
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2.8.2.2. Hepatitis necrética multifocal

Hepatitis necrotica multifocal o necrosis hepatica multifocal se presenta cuando un
agente etiolégico genera dafio celular en el higado, no implica necesariamente la
degeneracion completa del higado, sino la degeneracién y/o necrosis de areas
extensas de parénquima que afectan a agrupaciones variables de lobulillos

hepaticos completos.

La microscopia muestra zonas necroticas extensas y dispersas por el higado. La
necrosis hepatica suele ser la consecuencia de un agente toxico, por endotoxinas
que inducen la necrosis hepatocelular. La forma ictericia del cuadro clinico de la

leptospirosis se asocia con la necrosis hepatica multifocal no grave 529

Durante el periodo de invasion tisular la leptospira puede provocar necrosis
hepatica como asi también capilar y dafno de células endoteliales. Como
consecuencia, hemorragias petequiales podrian ocurrir en el parénquima renal

junto con dafio vascular y nefritis intersticial °.

Figura 8. Hepatitis necrética multifocal %, pequefia zona que muestra la presencia de infiltraciones celulares.
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2.9. Factores de virulencia

Una vez que la leptospira entra al hospedador desarrollan una leptospiremia con la
consecuente diseminacion a todos los o&rganos incluyendo el liquido

cefalorraquideo. La multiplicacion se lleva a cabo en la sangre y los tejidos.

Las leptospiras alteran el endotelio de los capilares resultando en una vasculitis la
que juega un papel importante en las manifestaciones de la enfermedad. Los
rinones y el higado son los 6rganos mas afectados, aunque cualquier tejido puede

estar comprometido '°.

Los posibles factores de virulencia que podrian explicar las diferencias entre las
infecciones leves, autolimitadas y las infecciones mas severas en los seres
humanos, podrian ser la produccién de toxinas, adherencia, algunas proteinas de

superficie y sus mecanismos inmunes °.

2.9.1. Produccion de toxinas

La actividad endotoxica ha sido reportada en varias serovariedades. En algunos
ensayos bioloégicos realizados, las preparaciones de lipopolisacaridos (LPS) de

leptospira exhiben la actividad de una endotoxina pero a muy bajo nivel.

La serovariedad L. pomona se ha caracterizado por la produccion de una
enfermedad hemolitica en ganado; mientras que la serovariedad L. ballum la

causa en hamster 2.

Las hemolisinas de varias serovariedades como L. ballum, L. hardjo, L. pomona y
L. tarassovi; son esfingomielinasas. Algunas serovariedades virulentas exhiben
quimiotaxis con respecto a la hemoglobina. En serovariedades como L. pomona y
L. copenhageni elaboran una proteina (citotoxina) detectandose actividad
citotdxica en el plasma de animales infectados. /n vivo, la presencia de esta toxina,
tiene un efecto histopatolégico tipico, con infiltrado de macréfagos y células

polimorfonucleares. La invasion en el liquido cefalorraquideo y el humor acuoso
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del ojo puede estar facilitada por la acciéon horadante del par de flagelos axiales y
la liberacion de hialuronidasa. Algunos estudios realizados en ratones sugieren
que el derrame capilar y las hemorragias son el resultado de la ruptura endotelial
de las membranas celulares de los vasos de pequefio calibre por la intercalacion
de una toxina glucoproteica, que desplaza los acidos grasos de la cadena larga
del hospedero requerido para mantener la integridad de la pared de las células

vasculares.

Sin tener en cuenta el mecanismo, las lesiones petequiales reflejan una vasculitis
sistémica, lo que permite la migracion y proliferacion de las espiroquetas en casi
todos los organos y tejidos, y son responsables de un amplio espectro de
enfermedades clinicas. Puede suceder una lesidén vascular severa, que causa, por
ejemplo, hemorragia pulmonar, isquemia de la corteza renal que conduce a una
necrosis de las células epiteliales tubulares y destruccién de la arquitectura

hepatica que produce ictericia y lesidn hepatica con necrosis o sin ella 2

2.9.2. Adherencia

Las leptospiras se adhieren al epitelio renal de células in vitro, y su adhesion es
aumentada por concentraciones aglutinantes de anticuerpos homdlogos. Las
bacterias son fagocitadas por macréfagos en presencia de un anticuerpo
especifico. Las leptospiras llegan a estar asociadas con los neutréfilos pero no son
eliminadas; se cree que en su membrana externa las leptospiras poseen un

componente antifagocitico por o que no son eliminadas y favorecen la infeccién 2

2.9.3. Proteinas de superficie

La membrana externa de las leptospiras esta constituida por LPS y varias
lipoproteinas o proteinas de membrana externa. El lipopolisacarido desencadena
reacciones inmunoldgicas importantes y es el responsable de la especificidad de

la serovariedad.
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Se ha demostrado una relacion inversa entre la expresion de las proteinas de
membrana externa transmembrana y virulencia. Se ha demostrado que una
lipoproteina de la membrana externa la LipL36 tiene la propiedad de evadir la
respuesta inmune. Los componentes de la membrana externa pueden ser
importantes en la patogénesis de nefritis intersticial. Una fibronectina de union a

proteinas fue identificada recientemente 2.

2.9.4. Mecanismos inmunes

La respuesta inmune esta implicada en la patogénesis de la leptospirosis, como la
formacion de inmunocomplejos, liberacién de citoquinas y vasculitis autoinmune.
Es asi que los signos y sintomas del compromiso pulmonar, renal y hepatico
aparecen en la fase inmune cuando las aglutininas especificas comienzan a ser

detectadas. También la trombocitopenia se atribuye a ese mecanismo *.

La respuesta inmune humoral de los seres humanos esta dirigida contra los
epitopes de la cadena lateral del LPS de la envoltura externa; los antigenos de
LPS desencadenan la producciéon de anticuerpos de tipo IgM e IgG los cuales se
unen de una manera especifica con los epitopes, o reaccionan de manera cruzada
con la serovariedad o serovariedades, causando infeccidn. Después de la
opsonizacion y la fagocitosis posterior en el pulmén y el higado, las espiroquetas
se eliminan de la circulacion por el sistema reticulo endotelial; la rapidez de la

depuracion de las leptospiras es de importancia pronostica.

Los antigenos de superficie pueden desempefiar algun papel, ya que ciertas
serovariedades se asocian con enfermedad leve (L. ballum, L. canicola, L.
hebdomadis, L. hardjo, L. hyos, L. grippotyphosa, L. pomona, y L. tarassovi),
mientras que otras serovariedades como los miembros del serogrupo L.
Icterohaemorrhagiae (L. copenhageni, L. icterohaemorrhagiae, L. lai, L. australis,
L. autumnales y L. pyrogenes) se asocian con la enfermedad mas severa.
Factores fisicos como extremos curvos o en forma de gancho y la movilidad

también puede desempefar un papel, ya que estas caracteristicas se pierden de
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manera gradual después del cultivo en el laboratorio, lo que da origen a

microorganismos menos virulentos °

Los perros en diferentes partes del mundo posiblemente se ven infectados por
muchas serovariedades diferentes, pero la prevalencia local varia. El desarrollo de
la inmunidad protectora hacia leptospirosis se cree que esta asociada con la
opsonizacién y anticuerpos bactericidas dirigidos hacia LPS y antigenos proteicos
asociados. La leptospira induce inmunidad de tipo humoral que protege solo frente

a la serovariedad infectante %*

Torrente sanguineo

\w'?Leprospira

— ?/j{\’———)'/J{Y'\

Linfocito B

Higado

Linfocito B

L

Figura 9. Modelo murino propuesto en la eliminacién de Leptospira 25. En el torrente sanguineo, la infeccién
con leptospira estimula las células B y lleva a la producciéon de TLR4 de IgM especifica anti-LPS, que puede
opsonizar la bacteria y promover su fagocitosis y muerte. Esta activacion resulta en la produccion de IFNy, el
cual promueve la fagocitosis y muerte de la bacteria.

La localizacion de leptospiras en los tubulos proximales renales, y su
supervivencia en el fluido cerebroespinal (CSF) y humor vitreo del ojo en algunos
animales infectados, refleja la inhabilidad de los anticuerpos para penetrar en

aquellos sitios sin causar inflamacion.

La proteccion contra leptospirosis esta relacionada al nivel de anticuerpos

aglutinantes y/u opsonizantes de anticuerpos °
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2.10. Métodos de diagnéstico

2.10.1. Métodos directos

Este tipo de métodos son aquellos que tienen como objetivo evidenciar la

leptospira, como agente causal de la enfermedad:

¢ Aislamiento bacteriologico.

e Observacion directa al microscopio en campo oscuro y contraste de fases

e Inmunofluorescencia directa.

e Tinciones histopatoldgicas. Deteccién de estructuras compatibles con
Leptospira sp

e Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

2.10.1.1. Aislamiento bacteriolégico

Las muestras para cultivo deben ser multiples y tomadas segun el estadio de la
enfermedad; en la primera semana, de sangre y de LCR, y de la segunda semana
en adelante, de orina. Las muestras se deben inocular en medios de cultivo medio
EMJH y/o el medio Tween 80-albumina '°. El cultivo tiene el inconveniente de ser

muy largo (5-6 semanas de incubacion).

2.10.1.2. Observacion directa al microscopio en campo oscuro y

contraste de fases

La microscopia de campo oscuro se utiliza en muestras de sangre,
suero, sedimento de orina, liquido cefalorraquideo o en sedimento de mezclas de
tejidos. En manos experimentadas es muy valiosa. En ocasiones, la leptospiremia
es escasa y pueden no ser visualizadas las leptospiras o, por el contrario, ser
confundidas con restos de fibrina u otros artefactos que poseen movimiento

Browniano y se asemejan a leptospiras >'.

28



2.10.1.3. Inmunofluorescencia directa

A menudo el examen de orina con microscopio de campo oscuro es inconcluso. El
examen del sedimento de orina centrifugada mediante anticuerpos
inmunoflourescentes es una prueba mas definitiva y las leptospiras no

necesariamente deben estar viables °.

2.10.1.4. Tinciones histopatoldgicas; deteccidon de estructuras

compatibles con Leptospira sp

En tejidos recuperados por biopsia y necropsias se realizan cortes histologicos de
tejido renal, hepatico y feto/placentario, en los cuales se podran realizar las
tinciones histopatoldgicas que permitan evidenciar estructuras compatibles con
leptospira. Las coloraciones mas empleadas para este diagnostico son la
impregnacion argéntica (tincion de plata de Warthin-Starry) y la tincién de

Giemsa”®.
2.10.1.5. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En la actualidad se cuenta con pruebas de diagnostico especificas como es la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), la cual tiene una alta especificidad.

La reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccidon enzimatica in vitro que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de DNA de Leptospira sp
durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia blanco es copiada
fielmente. La reaccién aprovecha la actividad de la enzima DNA polimerasa que

tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el DNA en las células *°.

Los elementos que componen la reaccion son; el templado o molde (DNA), la
enzima Taq Polimerasa, los oligonucledtidos o primers, los dNTPs
(desoxirribonucledtidos trifosfatados: adenina, timina, citosina y guanina), el ion
magnesio (Mg"), una solucion amortiguadora o buffer y H,O libre de DNAasas y

RNAsas. Los elementos interactuan en tres etapas principales de las que se
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compone la PCR: desnaturalizacién, hibridacion y extension. Los equipos en
donde se realiza la reaccién son llamados termocicladores, los cuales estan
disefados para establecer un sistema homogéneo en donde las condiciones de

temperatura y tiempo necesarios no se modifiquen en cada uno de los ciclos.

Al termino del proceso; para corroborar la amplificacion de la secuencia de interés,
los productos de la PCR (amplicones) son analizados en geles de agarosa o
acrilamida; la reaccion se revela en el gel con ayuda de un intercalarte de acidos
nucleidos el cual permite visualizar el producto de la reaccion, a este proceso se le
denomina PCR-PF (Punto Final), el cual hace referencia a la lectura realizada al
finalizar el proceso de PCR, existen otros tipos de PCR como Q-PCR (PCR en
tiempo real) en el cual se utilizan fluoromeros los cuales permiten detectar y
visualizar la reaccién en tiempo real mediante un programa informatico, por otro
lado el PCR Multiplex permite agregar hasta tres pares de primers permitiendo asi

diferenciacion entre serovariedades .

La PCR detecta por amplificacion, el DNA de las espiroquetas en muestras de
sangre, orina, humor acuoso y liquido cefalorraquideo (LCR), e incluso tejidos.

Esta técnica es una excelente opcidn para la deteccidn temprana de leptospirosis.

En el genoma de Leptospira, se han detectado amplificaciones de segmentos de
DNA de los genes 16S rRNA y 23S rRNA por PCR para la identificacion especifica

de leptospiras patdégenas y de 23S rRNA para otros géneros de Leptospiras *.

La amplificacion del DNA usando la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se ha convertido en una excelente técnica diagnéstica, debido a

la rapidez con que provee el resultado, y a su alta sensibilidad °.

Una limitacion del diagnéstico por PCR de la leptospirosis es la incapacidad de la
mayoria de los analisis de PCR para identificar la serovariedad. Esto no es
significativo para el tratamiento de paciente, pero tiene un gran valor en la

epidemiologia y la salud publica ™.
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2.10.2. Métodos indirectos

Este tipo de métodos son aquellos que tienen como objetivo determinar la
leptospirosis, por medio de otros parametros relacionados con la patogenia de la
leptospira. Como un ejemplo aqui se presentan los métodos serolégicos para la

determinacion de la enfermedad.

2.10.2.1. MAT. Microaglutinacion

La técnica de Microaglutinacidon MAT es una prueba que determina los anticuerpos
aglutinantes en el suero mediante la mezcla de varias diluciones de éste contra
cepas de serovariedades de leptospiras vivas o muertas. Los anticuerpos anti-
leptospiras presentes en el suero hacen que las leptospiras se peguen unas a
otras formado grumos. Este proceso de agrupamiento es llamado aglutinacién y es
observado usando microscopia de campo oscuro. Los anticuerpos aglutinantes

pueden ser de las clases IgM e 1gG .

La bateria que se usa como antigeno esta representada por las serovariedades
mas prevalentes del area. Esta técnica se emplea para detectar anticuerpos en el
suero, identificar los aislamientos, clasificar cepas y servir de base para evaluar

cualquier otro método seroldgico para el diagndstico de esta enfermedad *°.

2.10.2.2. ELISA

Es un test género-especifico. El antigeno, preparado con L. interrogans, puede
reaccionar con el suero resultante de la infeccion con leptospiras de 11
serogrupos. Usando diferentes conjugados de peroxidasa puede determinarse
tanto 1I9gG como IgM. Los anticuerpos IgM comienzan a detectarse alrededor de 1
semana después del inicio de la enfermedad y se mantienen titulos altos después
de 4 a 6 semanas; después, gradualmente, bajan a lo largo de varios meses. Los
anticuerpos IgG pueden detectarse un poco mas tarde que los IgM; se encuentran
después de unas pocas semanas y caen poco a poco, con los afios. La deteccién

de anticuerpos especificos IgM con una sola muestra es confirmatoria de infeccion
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reciente por leptospiras. Cuando se utilizan antigenos de leptospiras no patégenas
(de amplio espectro de reactividad), no se podra detectar la serovariedad causante
de la infecciéon. En general, el test de ELISA se hace positivo mas temprano
durante la infeccion que la MAT, se aprecia una sensibilidad baja del 15% y una
excelente especificidad del 91% al 96% tanto en la fase aguda como en la

convaleciente de la enfermedad 3'.

2.10.2.3. Deteccion de lesiones sugerentes de leptospirosis
(tinciones histologicas):
La histopatologia es una prueba que ayuda a determinar lesiones en tejidos, por
medio de cortes histoldgicos tefiidos. Las lesiones sugerentes de leptospirosis son
la nefritis intersticial cronica y la hepatitis necrotica multifocal. Sin embargo estas

lesiones pueden tener diferentes causas como lo son:

e Nefritis intersticial inducida por farmacos.

e Nefritis intersticial relacionada con infecciones.

e Formas idiopaticas (sindrome de nefritis tubulo intersticial y uveitis,

e Nefropatias por anticuerpos

e Nefritis intersticial asociada con sarcoidosis y otras enfermedades
sistémicas.

e Nefritis intersticial asociada a productos toxicos

e Nefritis intersticial asociadas a alteraciones metabdlicas

e Nefritis intersticial asociadas a procesos glomerulares y proteinuria crénica

Este tipo de ensayos deben concordar con la historia clinica y la confirmacion de
leptospirosis por medio de otras técnicas,
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2.11. Tratamiento

Las leptospiras son sensibles a la mayoria de los antibidticos. En el tratamiento
para caninos los antibioticos recomendados son penicilina G procainica (40,000 a
60,000Ul/kg via intramuscular o via subcutanea cada 24 horas o dividido cada 12
horas), dihidroestreptomicina (10-15mg/kg via intramuscular o via subcutanea.
cada 12 horas o 25 mg/kg cada 24 horas), tetraciclinas (5-10mg/kg via
intramuscular cada 12 horas) y doxiciclina (2.5 a 5 mg/kg via oral cada 12 horas y
posteriormente cada 24 horas.) durante dos semanas como terapia alternativa,
cuando los animales toleran la medicacion oral. Hay que considerar que la
penicilina no quita el estado de portador a diferencia de la estreptomicina y
doxiciclina, la primera es el antibidtico de eleccion a pesar de su nefrotoxicidad, la
segunda se sugiere posterior al tratamiento parenteral con beta-lactamicos o
cualquier otro antibiético diferente a los recomendados. La combinacion, el cambio
de medicamento, asi como los dias de tratamiento que son 15 en promedio,
dependeran principalmente de la evolucion del estado hepatico y renal del

paciente, asi como del criterio del médico 2.

El tratamiento para el humano la penicilina es la mas efectiva, cuando se
administra tempranamente. En los pacientes graves debe iniciarse el tratamiento
con penicilina G (1,5 millones de unidades cada 6 horas) o ampicilina (500-
1000mg cada 6 horas) por via endovenosa, aun si el paciente lleva varios dias con
la enfermedad. Otro régimen recomendado antes de que ocurra la ictericia son
grandes dosis de penicilina cristalina (6 a 8 millones de unidades) en dosis
divididas por via endovenosa durante 5 a 7 dias 0 4 a 5 millones diarios a partes
iguales, de penicilina cristalina y procainica por via intramuscular. En casos menos
graves, en que los pacientes toleran la via oral, se puede emplear la doxicilina
(100mg dos veces al dia), ampicilina (500-750mg cada 6 horas). La doxiciclina en
una dosis de 200mg semanal se utiliza con éxito en la prevencion de esta

enfermedad *'.
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2.12. Prevencion

La prevencion de zoonosis para el humano se basa en la vacunacion de las
especies afectadas por la leptospirosis. La vacunacion con las serovariedades

mas prevalentes en la zona son el métodos mas utilizado para la prevencion.

Las vacunas actualmente utilizadas en perros y otros animales en la mayoria de
los paises contienen las serovariedades L. canicola y L. icterohaemorrhagiae. En
vacunas mas recientes L. grippotyphosa y L. pomona han sido agregadas.
Vacunas mas viejas pueden producir inmunidad la cual es adecuada para suprimir
la invasion sistémica por serovariedades homologos, pero no para prevenir la

colonizacion renal de un perro, resultando en un estado de portador renal.

La proteccidon aportada por bacterinas de célula completa es corta (alrededor de 9
meses) sugiriendo que perros con alto riesgo de infeccién requieran refuerzos al

menos dos veces al ano.

La investigacién actual sobre vacunas estd enfocada hacia los productos de la
subunidad y su objetivo es determinar que fraccion 6 fracciones de la pared celular
de la leptospira son inmunogénicas y protectoras sin ser toxicas al animal. Una
vacuna ideal reduciria el indice de reacciones adversas, y asi mismo produciria

proteccién contra ambas serovariedades homologos y heterélogos”®.

La leptospirosis es una zoonosis que para prevenirse y controlarse requiere
acciones conjuntas de los sectores publico, social y privado, a través de
promocién de la salud, saneamiento basico, atencidn médica, capacitacion del
personal de salud y vigilancia epidemiolégica. Dentro de las medidas a tomar se

encuentran las siguientes:

e Realizar consulta médica a toda persona con sospecha y probabilidad de la
enfermedad.
e Tratamiento de los casos sospechosos de acuerdo a NOM-029-SSA2. Para

la vigilancia Epidemioldgica, prevencién y control de la "Leptospirosis".
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e Verificacion de casos con definicion operacional de caso probable de
Leptospirosis para establecer el diagnostico inicial.

¢ Notificacion inmediata a la jurisdiccion sanitaria de los casos de
Leptospirosis, en las primeras 24 horas de su deteccion por los servicios de
salud en cualquiera de los casos probables o confirmados.

e Tabulacién, registro y envio correspondiente en el Informe Semanal de
Casos Nuevos de Enfermedades de la totalidad de los casos probables a
través del "Informe Semanal de Casos Nuevos de Enfermedades".

e Elaboracion del Estudio Epidemioldgico de Caso.

e Toma de muestras al 100% de los casos probables para envid a la
jurisdiccion sanitaria, asi como para el diagndstico confirmatorio.

e Envio oportuno y en condiciones Optimas las muestras de casos probables
de Leptospirosis.

¢ Notificacion inmediata de brotes por el medio mas expedito.

e Participacion de especialistas en la investigacidon de brotes.

e Participacién del sector salud en la clasificacion de los casos y defunciones
en el seno del Comité Jurisdiccional de Vigilancia Epidemioldgica u
homdlogo.

¢ Difusién de la informacion sobre la situacion de Leptospirosis en el pais.

e Evaluar el impacto de las acciones de control.

e Elaborar y difundir avisos y alertas epidemioldgicas de riesgos a la salud de

la poblacion.

2.13. Situacion actual en México

En México las acciones de vigilancia en humanos se apoyan en la Red Nacional
de Laboratorios Estatales de Salud Publica (RNLSP) de la cual el Instituto de
Diagnéstico y Referencia Epidemiolédgicos (INDRE) es el laboratorio de referencia.
En el INDRE se realiza el diagnostico con un panel de 19 serovariedades de
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Leptospiras, los laboratorios estatales solo trabajan aquellas serovariedades con

mayor prevalencia en su region.

En nuestro pais, la NOM-029-SSA2-1999 para la vigilancia epidemioldgica,
prevencion y control de la leptospirosis en el humano, hace referencia a la
leptospirosis como una enfermedad de notificacion semanal, a través del formato
denominado "Informe Semanal de Casos Nuevos de Enfermedades", en caso de
brotes, se debe notificar de manera inmediata en los formatos que establece el
organo normativo nacional 1aNOM-017-SSA2-1994 para la Vvigilancia
epidemiologica. Ambas normas la NOM-017-SSA2-1994 y la NOM-029-SSA2-
1999, tienen como objeto establecer las medidas preventivas, de control y
vigilancia epidemiolégica de la leptospirosis en el humano. Para efecto de estas
normas, las actividades se han dividido en medidas de prevencion, medidas de

control y de vigilancia epidemioldgica *'.

Se cuenta con dos documentos el “Manual de procedimientos estandarizados para
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la vigilancia epidemioldgica de la Leptospirosis y los “Lineamientos para la

vigilancia epidemioldgica de Leptospirosis mediante Aglutinacion Microscépica” ¥,

que permiten el diagndstico de leptospirosis en humanos y animales.

La Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA) a través de la Direccion General de Salud Animal (DGSA) cuenta con
el Centro Nacional de Servicios de Diagnéstico en Salud Animal un conjunto de
laboratorio dedicados al diagndstico de enfermedades virales, bacterioldgicas,
serologicas y patolégicas de los animales, los cuales forman parte de la red
nacional de laboratorios de alta especializacion que respaldan al Sistema de
Vigilancia Epidemiolégica de México. Dentro de estos laboratorios se encuentra el
CENID-Microbiologia animal en el cual se realiza la técnica de MAT para el

diagnéstico seroldgico de leptospirosis *'.

La vigilancia epizootiolégica en animales se realiza notificando a las autoridades

de salud animal la presencia de animales con Leptospirosis, segun lo dispuesto en
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la NOM-046-Z00-1995 y al Sistema Nacional de Vigilancia Epizootiol6gica (SIVE)
dependiente de SAGARPA.

Para efectos de la vigilancia epizootiolégica a nivel nacional e internacional, el
Sistema Nacional de Vigilancia Epizootiolégica esta interrelacionado con sistemas
de vigilancia internacional como: la Organizacion Mundial de Salud Animal (OIE),
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), Organismo Internacional Regional
de Sanidad Agropecuaria (OIRSA), Instituto Interamericano de Cooperacién para
la Agricultura (IICA) y otras instituciones nacionales e internacionales que estén

involucradas, directa o indirectamente, con la sanidad animal del pais *.

La prevencién de la leptospirosis en la poblacion general se lleva a cabo mediante
actividades de promocion de la salud, saneamiento basico, proteccion de grupos
en riesgo, asi como de animales domésticos y de interés econdmico. Las medidas
de control que se llevan a cabo en la poblacion general;, comprenden el

diagndstico y el tratamiento oportuno de los enfermos.
Sin embargo en México existe un sub-registro de casos debido principalmente a:

» Diagnosticos dificiles de confirmar.
* Puede ser confundida con otras enfermedades.

* La enfermedad puede ser leve y no ser investigada en el laboratorio.
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3. Justificacion

En México la leptospirosis en animales es comun en areas con altos indices de
precipitacion las cuales provocan acumulaciones de agua propiciando un ambiente
optimo para la leptospira, en las areas marginadas y con falta de conocimiento
sobre buenas practicas de manejo zootécnico, bioseguridad y conservacion del
medio ambiente se propicia la diseminacion hacia otros animales y al humano, los
cuales se contagian al entrar en contacto con la orina de animales infectados o un

ambiente contaminado 4 *°.

En México, como en el resto del mundo, los perros son mascotas domeésticas
comunes tanto en zonas urbanas como rurales. Debido a los habitos de
comportamiento de los perros como son el olfateo, el lengueteo y el cortejo, al
reunirse varios animales se favorece la transmision intraespecie; siendo los perros
"callejeros" una fuente de infeccion importante para los perros "domiciliados". En
las zonas marginadas existe una gran cantidad de perros y roedores que son una
fuente potencial de diseminacién de la Leptospira entre estas especies y también

al humano 2.

La informacién epidemiolégica sobre la leptospirosis canina en México es limitada,
no se dispone de un analisis real de la situacion, los casos se estudian de manera

independiente y la existencia de brotes es desconocida %°.

La importancia de la leptospirosis en humanos radica en las altas tasas de
letalidad que puede alcanzar, hasta un 20%"’, sobre todo cuando no se notifica
con oportunidad. Los sintomas en animales como en humanos han sido
confundidos con otras patologias febriles, ictéricas y hemorragicas, por lo cual es
importante contar con un panel de pruebas diagndsticas efectivas, rapidas, de alta
sensibilidad y especificidad esto con el fin de lograr ofrecer un diagndstico
oportuno, que permita establecer estrategias de prevencion y control en los

sectores de salud tanto animal como humana.
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4. Objetivos
4.1. Objetivo general

Determinar la presencia de Leptospira sp en caninos remitidos al Laboratorio de
Patologia de la FES Cuautitthn UNAM a través de diferentes técnicas de
diagnostico para contar con un panel de técnicas que permitan establecer un

diagndstico oportuno.

4.2. Objetivos especificos

e Detectar la presencia de anticuerpos contra Leptospira sp. en sueros de
caninos con la Técnica de Aglutinacién Microscopica (MAT).

e Implementar una prueba de reaccién en cadena de la polimerasa punto
final (PCR-PF) para el diagnéstico de la leptospirosis en orina y tejidos.

e Determinar la presencia de Leptospira sp. en cortes histologicos de
higado y riidn a través de una tincidn argéntica. Asi como las lesiones
compatibles con la enfermedad en tejidos de caninos.

e Realizar el analisis comparativo de las pruebas utilizadas para el

diagndstico de la enfermedad.

5. Hipotesis

Si se cuenta con técnicas de diagndstico como herramientas para detectar la

leptospirosis en caninos con alta sensibilidad y especificidad, entonces se podra

realizar el diagnostico de la enfermedad de manera eficiente y oportuna.
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6. Materiales y métodos

6.1. Material biolégico

Se tomaron muestras de 54 caninos provenientes del antirrabico de Cuautitlan,
Estado de México, provenientes las zonas de: Cuautitlan lzcalli, Cuautitlan de
Romero Rubio, Tultitlan y Coacalco. Los cuales fueron remitidos al Departamento
de Patologia de la FES Cuautitian UNAM para las practicas de Patologia General
y Patologia Sistémica de la carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Se llevo
un registro de las caracteristicas de los animales como son, raza, sexo y edad las

cuales fueron variadas (Anexo A).

A todos los animales se les tomd muestra de sangre con equipo de sistema al
vacio, para la obtencion de suero. Posteriormente los animales fueron sacrificados
de manera humanitaria. Se obtuvo muestra de orina y muestras representativas de
higado y rifidn por duplicado para las pruebas de Histopatologia y PCR las cuales

fueron almacenadas a -20°C hasta su posterior uso.

Figura 10. Toma de muestra sanguinea y tejidos en caninos, a-b) puncién venosa con sistema al vacio en perros,
c) Necropsia; obtencion de muestras de higado, rifién y orina, d) higado textura rugosa, e) riién corte
longitudinal. (Garcia, Romero. 2013).
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6.2. Técnica de microaglutinacion (MAT)

Para el diagnostico de leptospirosis se utilizé la prueba de Microaglutinacion en
Placa, descrito por Céspedes M. et al. *° 2, en la cual se utilizaron 5 diluciones del
suero (1:25, 1:50, 1:100, 1:200 y 1:400) contra 5 serovariedades de leptospira (L.

canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. grippotyphosa, L. hardjo y L. tarassovi).

Figura 11. Cepario de leptospiras, panel de 5 serovariedades. (Garcia, Romero. 2014)

La microplaca se incubd por 1 hora a temperatura ambiente en camara humeda y

posteriormente se realizo la lectura en el microscopio de campo obscuro.

Los sueros que presentaron aglutinacion en 1:400 se titularon para obtener la

dilucién a la cual presentan aglutinacion.

Figura 12. Interpretacion de la prueba de MAT. Izquierdo: suero positivo a la prueba MAT con titulo 1:400,
derecha: suero negativo a la prueba MAT. (Garcia, Romero. 2014)
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6.3. Analisis Histopatolégico

6.3.1. Tincion de Hematoxilina — Eosina

El analisis histopatologico se realizd con secciones representativas de higado y
riidn que se fijaron con formol al 10%, las cuales fueron procesadas a través de
su inclusion en parafina, fueron cortadas y tefiidas con la técnica de rutina
Hematoxilina-Eosina de acuerdo a la NOM-056-Z00-1995 *' con el fin de
observar las lesiones sugerentes de leptospirosis; Nefritis intersticial crénica no

supurativa y/o hepatitis necrética multifocal.

6.3.2. Tincién argéntica (Warthin-Starry)

Los tejidos que presentaron lesiones sugerentes de Leptospirosis fueron cortadas
nuevamente y tefidos con la tincion argéntica de Warthin Starry de acuerdo a
A. Putt **, la cual permitid la observacion de estructuras compatibles con

Leptospira sp.

6.4. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

6.4.1. Extraccion de DNA

La extraccion de DNA en la orina se llevd acabo de acuerdo al protocolo descrito
para un estuche comercial (“Axygen® AxyPrep™ Bacterial Genomic DNA Miniprep

Kit” de la linea Axygen Biosciences).

Para la obtencion de DNA a partir de tejido se realiz6 por medio de una técnica a

| 4% en la cual se maceraron

base de CETAB descrito por Casillas I. et a
secciones de tejido de aproximadamente 200mg en 500ul de agua grado
inyectable, se fraccionaron con lisozima (10mg/ml), proteinasa K (10mg/ml) y SDS
al 10%, el DNA se purificd con cloruro de sodio (NaCl) 5M y hexadeciltrimetil-

bromuro de amonio (CTAB) al 10%. EI DNA se extrajo con cloroformo/alcohol
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isoamilico y se precipitd con isopropanol absoluto. Se lavo con alcohol etilico al

70%, se resuspendio en 100pl de agua grado inyectable. (Anexo B).

Para los controles positivos se utilizé un lote de 5 cepas de leptospira (L. canicola,
L. icterohaemorrhagiae, L. grippotyphosa, L. hardjo y L. tarassovi). Se utilizé un
lote de cultivos bacterianos de Salmonella suis, Staphylococcus aureus, Brucella

mellitensis, como controles negativos.

Todos los controles provienen de un banco de cepas del Laboratorio de

Diagnéstico del CENID-Microbiologia Animal.

Los controles fueron sometidos a las técnicas de extraccion de DNA de acuerdo al
protocolo de estuche comercial “Axygen® AxyPrep™ Bacterial Genomic DNA
Miniprep Kit” de la linea Axygen Biosciences y a la técnica de extraccion a base de

CETAB (hexadeciltrimetil-bromuro de amonio).

Figura 13. Extraccion de DNA. Izquierda: clasificacion e identificacion de tubos Eppendorf con muestra de tejido
macerado, Derecha: realizacion del procedimiento de la extraccion de DNA a base de CETAB. (Garcia, Romero.
2014)

6.4.2. Reaccion en cadena de la polimerasa — punto final (PCR-PF)

Para detectar la presencia de DNA de Leptospira en tejidos y orina, se utilizé la
secuencia de iniciadores Lepto F y Lepto R (Eurofins Scientific) descritos por
Sanchez E. ° %, Los cuales son localizados entre las posiciones 171 y 258 del gen
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16S detectando al género Leptospira sp. Los iniciadores amplifican un producto de
87pb (Cuadro 1).

Cuadro 1. Secuencia de iniciadores Lepto F y Lepto R

Iniciador Secuencia 5' - 3'
Lepto F CCCGCGTCCGATTAG
Lepto R TCCATTGTGGCCGAACAC

En la mezcla de reaccion de PCR se utilizaron los siguientes componentes:

Cuadro 2. Componentes de la reaccion de PCR

Componente Volumen
Dream Tag™ Green DNA Polymerase-Thermo Scientific™ 2x 12.5ul
Iniciador Lepto F 1ul
Iniciador Lepto R 1ul
Agua libre de DNAsas y RNAsas 7.5l
Extraccion de DNA 3ul
Volumen total 25l

La concentracion de los iniciadores utilizada para el presente trabajo fue de 10uM

para las muestras de orina y 2uM para muestras de tejidos.

La reaccion de PCR se llevé a cabo en un termociclador marca Thermo Electron
Corporation modelo HBPX2110. Con las siguientes condiciones de amplificacion
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Cuadro 3. Condiciones de amplificacién de PCR

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 4 min 1
Desnaturalizacion 90 1 min
Alineacién 58 1 min 40
Elongacién 72 1 min
Extension final 72 10 min 1

(Garcia, Romero. 2014)

Figura 14. lzquierda: Colocacion de microtubos para la reaccion de PCR. Derecha microtubos dentro del

termocicldor Thermo Electron Corporation modelo HBPX2110.

6.4.3. Electroforesis de los productos de la PCR

Los productos de PCR fueron analizados en un gel de agarosa al 2.5% al cual se
agregdé una gota de solucién de Bromuro de Etidio (0.625mg/ml) como agente
intercalante de acidos nucleicos. Se utilizé el marcador de tamafio; 100bp ladder
DNA market-Axygen Biosciences (100-3000bp), para confirmar el tamafio del
amplicon. El corrimiento electroforético se realizé6 en una camara de electroforesis
horizontal a 90 volts durante 35 minutos con solucion TAE 1x como solucion de

corrida. Posteriormente el gel fue visualizado en un transilumindor UV (Anexo C).
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Figura 15. Derecha: Colocacion de los productos de PCR en el gel de agarosa en la camara de electroforesis
horizontal. Izquierda: Visualizacion del corrimiento electroforético en un transiluminador UV. (Garcia, Romero.
2014)

6.5. Analisis estadistico

Los resultados de las pruebas de MAT, analisis histopatologico y PCR fueron
sometidos al calculo de indice Kappa (k) %5 para determinar la concordancia entre
las muestras. Se determiné la sensibilidad y especificidad de la prueba de PCR

con base a la prueba normalizada de MAT.
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7. Resultados

7.1. MAT. Evidencia de anticuerpos

Las 54 muestras de sueros fueron procesadas con la técnica de MAT haciendo
uso de un panel de 5 serovariedades de leptospira (L. canicola, L.

icterohaemorrhagiae, L. grippotyphosa, L. hardjo y L. tarassovi).

De acuerdo a la OIE *6, WHO ? y OPS *, los suero que presenten aglutinacién a
una dilucién 1:100 se consideran positivos. Obteniendo 18 muestras positivas
(Cuadro 4) (Anexo G).

Cuadro 4. Resultados generales de la prueba microaglutinacion en placa de sueros de caninos

Casos positivos | Casos negativos Porcentaje de casos Porcentaje de casos
positivos negativos
18 36 33.33% 66.65%
Total de muestras 54 Total:100%

L. canicola y L. icterohaemorrhagiae son las serovariedades mas frecuentes con
un 18.51% cada una (Cuadro 5) (Anexo H).

Cuadro 5. Frecuencia de serovariedades presente en sueros positivos

Serovariedad Numeros de muestras positivas | Frecuencia (%)
L. canicola 10 18.51
L. icterohaemorrhagiae 10 18.51
L. grippotyphosa 1 1.85
L. hardjo 1 1.85
L. tarassovi 0 0.0
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2 sugiere que titulos de 1:100 a 1:200 son de importancia

Luna et al.
principalmente en animales no vacunados, titulos mayores a =1:800 son

usualmente indicativos de infeccion.

Para la CDC (Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades) un
titulo 21:200 se utiliza para definir un caso probable y en paises tropicales
incluyendo México se requiere un punto de corte superior a 1:100 necesario

para la definicion de casos probables de leptospirosis *'.

Por lo anterior el presente trabajo considero un punto de corte =1:200 como
caso positivo a la prueba de MAT. Obteniéndose 18.51% (10/54) de los casos
positivos (Cuadro 6) (Figura 16).

Cuadro 6. Resultados generales de la prueba Microaglutinacién en placa de sueros caninos

Casos positivos Casos Porcentaje de casos Porcentaje de casos
negativos positivos negativos

10 44 18.51% 81.48%

Total de muestras 54 Total:100%

90.00% -

80.00% -
81.48%

70.00% -
60.00% -
50.00% -

40.00% -

Porcentaje Total

30.00% -
20.00% -

10.00% - 18.51%

0.00% T )
positivos negativos

Figura 16. Resultados generales de la prueba de MAT con punto de corte 1:200, muestras positivas: 10/54,
muestras negativas 44/54.
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Para el punto de corte especificado anteriormente, la serovariedad L. canicola

presenta una frecuencia de 12.96% y L. icterohaemorrhagiae de 9.25%.(Cuadro 7)
(Figura 17).

Cuadro 7. Frecuencia de serovariedades presentes en sueros positivos

Serovariedad Numeros de muestras positivas | Frecuencia (%)
L. canicola 7 12.96
L. icterohaemorrhagiae 5 9.25
L. grippotyphosa 0 0.0
L. hardjo 0 0.0
L. tarassovi 0 0.0
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Figura 17. Frecuencia de serovariedad presente en casos positivos a la prueba de MAT, punto de corte 1:200, L.
canicola 7/54, L. icterohaemorrhagiae 5/54, L. grippotyphosa 0/54, L. hardjo 0/54, L. tarassovi 0/54.

De las 10 muestras positivas, en 8 se encontr6 presente una serovariedad
representando el 14.81%, en 2 casos se encontraron 2 serovariedades diferentes
de L. interrogans representando el 3.7% (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Frecuencia de las serovariedades de L. interrogans presente en sueros positivos

Numeré de serovariedades de Numero de animales positivos Frecuencia (%)

L. interrogans por caso

14.81
2 2 3.70
3 0 0.0

7.2. Analisis histopatolégico (HP)

7.2.1. Tincion de Hematoxilina-Eosina

Las 54 muestras de higado y riidn fueron procesadas para la tincién de
Hematoxilina-Eosina. Se consideraron positivas aquellas que mostraron lesiones
sugerentes de leptospirosis: nefritis intersticial cronica no supurativa (NIC) en rifidn

y hepatitis necrética multifocal (HN) en el caso de higado (Anexo F).

Se determinaron 15 casos positivos en rindn correspondiente al 27.77% del total,
en higado no se encontro lesiones sugerente a Leptospirosis (Cuadro 9) (Anexo )
(Figura 18).

Cuadro 9. Resultados de la Tinciéon Hematoxilina-Eosina (H-E)

Casos Casos Porcentaje de Porcentaje de
positivos negativos positivos negativos
RifAdén 15 39 27.77% 72.22%
Higado * 0 54 0.0% 100%
Total de muestras 54 Total:100%

*50/54 muestras de higado presentaron congestion hepatica aguda por lo que no se logré observar

lesiones sugerentes de Leptospirosis. 4/54 muestras no mostraron cambios aparentes.
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Figura 18. Nefritis intersticial cronica. Corte de rifién, Resultado de la Tincién H-E, 40x. 1) Infiltraciones celulares
en el intersticio renal. 2) tibulo nefrosis; dafio en tibulo renal. 3) Glomerulitis membrano proliferativa.

Dentro de la observacion de laminillas de cortes de rifidn se encontraron lesiones
no sugerentes de leptospirosis principalmente: Glomerulitis membranosa,
Glomerulitis membrano proliferativa, tubulonefrosis (Figura 19). En higado, el

hallazgo mas frecuente, fue una congestidén hepatica generalizada.

Figura 19. Lesiones encontradas en riion e higado no sugerentes a Leptospirosis. A) Tubulonefrosis, B)
Glomerulitis membranosa, C) Congestion hepatica.
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7.2.2. Tincion Warthin-Starry (WS)

Las muestras con lesiones sugerentes de leptospirosis fueron procesadas
nuevamente mediante la tincion argéntica de Warthin-Starry. Se consideraron

positivas aquellas que presentaron estructuras compatibles con Leptospira sp.

De un total de 15 muestras que presentaron nefritis intersticial cronica no

supurativa (NIC) se encontraron 5 casos positivos a la tincion de Warthin-Starry
(Cuadro 10) (Figura 20) (Anexo J).
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Figura 20. Estructuras compatibles con Leptospira sp. Corte de rifién. Resultado de la tincion de Warthin Starry,
40x. Se observan estructuras de leptospiras en forma filamentos de color negro.

Cuadro 10. Resultados de la tincion de Warthin Starry (W-S)

Casos positivos

Casos negativos

Porcentaje de

Porcentaje de

positivos negativos
Rifidn 6 9 40% 60%
Higado 0 0 0 0

Total de muestras 15

Total:100%
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7.3. PCR-PF

Para la reaccién de PCR se optimizaron los parametros, temperatura media y

concentracion de los iniciadores.

7.3.1. Optimizacién de parametros de PCR

7.3.1.1. Temperatura 6ptima de los iniciadores (primers)

La temperatura media 6ptima de los primers se determind mediante el corrimiento
de PCR a cepas control de Leptospira (L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, L.
grippotyphosa, L. hardjo y L. tarassovi), control negativo y blanco. La reaccion se
llevd a cabo en un termociclador marca Thermo Electron Corporation modelo
HBPX2110 con un gradiente de temperatura de 45.5 a 59.2°C. Se compararon las
bandas de amplificacibn de acuerdo a cada gradiente, determinando la
temperatura optima de 58°C ya que la banda de amplificacion resulto con mayor

definicién y nitidez en el gel de agarosa (Figura 21).
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Figura 21. Gel de agarosa al 2.5% tefiido con Bromuro de Etidio. Gradiente de temperatura de los productos PCR
empleando los iniciadores Lepto F y R en cepas control de Leptospira. Gradiente de temperatura: 45.5°C
(Carriles 1- 7); 55.9°C (Carriles 8-13); 59.2°C (Carriles A — G); 58.0°C (Carriles H — M); estandar de tamafio 100pb
DNA Ladder (ST). Orden empleado para cada gradiente: L. canicola (Carriles 1, 8, A, H); L. icterohaemorrhagiae
(Carriles 2, 9, B, I); L. grippotyphosa (Carriles 3, 10, C, J); L. hardjo (Carriles 4, 11, D, K); L. tarassovi (Carriles 5,
E), control negativo: Staphylococcus aureus (Carriles 6, 12, F, L); blanco (Carriles7, 13, G, M) (Garcia, Romero.
2014).

53



7.3.1.2. Concentracion de los iniciadores (primers)

La concentracion de los primers se determind mediante el corrimiento de PCR a
cepas control de Leptospiras: L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, muestras de
rindn y orina de casos positivos a Leptospira sp comprobados mediante la prueba
de MAT, Histopatologia y PCR, controles negativos de Staphylococcus aureus y
Brucella mellitensis. Se determind la concentracion de primer mediante la
comparacién de las bandas de amplificacion a diferentes concentraciones de
primer. Concentraciones mayores a 10puM mostraron un exceso de primer,

concentraciones menores a 2uM no mostraron banda de amplificacion (Figura 22).

Determinando la concentracion de iniciadores de 10uM para muestras de orina y
de 2uM para muestras de tejidos, al presentar una banda de amplificacion definida

y nitida.

ST-1:2 %3 4 =5.6, 7 8 19 10 1171213

87 pb

Figura 22. Productos de la PCR-PF en gel de agarosa al 2.5% tefido con Bromuro de Etidio, bandas de
amplificacion del genero Leptospira a diferentes concentraciones de primers; carriles 1-4 [15uM]; carriles 5-8
[10uM]; carriles 9-12 [5uM]. Orden empleado: L. canicola (carriles 1, 5, 12), muestra de Orina positiva a
Leptospira sp (carrieles 2, 6, 11); Control Negativo Brucella mellitensis (carriles 3, 7, 10), blanco (carriles 4, 8, 9);
Estandar de tamafio 100pb DNA Ladder (ST).
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7.3.2. Resultados generales de la prueba de PCR-PF

Optimizados los parametros, las 54 muestras de higado, rifion y orina fueron
procesadas para la técnica de PCR-PF, se consider6 un caso positivo a Leptospira
sp cuando se presentd amplificacion en cualquier muestra (higado, rifidn y orina).
Obteniendo 11 muestras positivas lo cual representa el 20.37% del total de las

muestras (Cuadro 11) (Anexo K).

Cuadro 11. Resultados generales de la prueba de PCR-PF.

Casos Casos negativos Porcentaje de muestras Porcentaje de
positivos positivas muestras negativas
11 43 20.37% 79.62%
Total de muestras 54 Total porcentaje:100%

7.3.3. Resultados de PCR-PF en muestras de higado, rifidén y orina.

De las muestras positivas totales la presencia de Leptospira en riidn fue de 18.5%

de frecuencia, en orina 3.70%, estando ausente en higado (Cuadro 12) (Anexo L).

Cuadro 12. Frecuencia de Leptospira sp presente en higado, rifién y orina

Positivos | Frecuencia (%)

RifAdn 10 18.51
Higado 0 0.0
Orina 2 3.70
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7.4. Resultados generales de las pruebas; MAT, PCR, HP

Los casos positivos encontrados en las diferentes pruebas estan agrupados en la

siguiente tabla (Cuadro 13) (Anexo E).

Cuadro 13.- Resultados generales de las pruebas de MAT, PCR, HP-HE, HP-WS

Técnica Casos positivos | Porcentaje de positivos
MAT 10 18.51%
PCR 11 20.37%
HP H-E 15 27.77%
HP- Warthin Starry 6 11.11%
Total de muestras 54

Los resultados generales de las pruebas diagnésticas realizadas: MAT, PCR, HP-
HE, HP-WS estan representadas en la Figura 23.

30.00% - 27.77%

25.00% -

20.37%
20.00% - 18.51%

15.00% -

Porcentaje

11.11%
10.00% -

5.00% -

0-00% T T T 1
MAT PCR-PF HP - (H&E) HP- (WS)

Figura 23: Resultados Generales de las pruebas diagndsticas realizadas: MAT= microaglutinacion en placa,
PCR=Reaccion en Cadena de la Polimerasa, HP-HE= tinciéon de Hematoxilina-Eosina, HP-WS= tincion de Warthin-
Starry.
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8. Analisis Estadistico

8.1. Prueba de concordancia de Kappa

Los resultados de las pruebas de MAT, HP y PCR-PF fueron sometidos al calculo

de indice Kappa (k) % para determinar la concordancia entre las diferentes

pruebas diagnosticas realizadas.

El indice Kappa para la prueba de PCR-PF en referencia a la prueba de MAT

resulto de 0.23 y una concordancia de 75.92% (Cuadro 14).

Cuadro 14. indice kappa de la prueba de PCR-PF en base a la técnica de MAT como prueba de referencia.

MAT 1:200
Total
i 0,
PCR-PF Positivo Negativo Concordancia 75.92%
Positivos 4 7 11
Negativos 6 37 43 oo
indice Kappa (k) 0.23
Total 10 44 54

En la prueba de Histopatologia con lesiones asociadas a Leptospirosis tefidas con

Hematoxilina—Eosina (HP-HE), se determind una concordancia del 75.92% y un

indice de Kappa de 0.33 en comparacion con la técnica de MAT como prueba de

referencia (Cuadro 15).

Cuadro 15. indice kappa de la prueba de histopatologia (Tincion H&E) en base a la técnica de MAT como prueba
de referencia.

MAT 1:200
Total
i o,
HP-HE Positivo Negativo Concordancia 75.92%
Positivos 6 9 15
Negativos 4 35 39 indice Kappa (k) 0.33
Total 10 44 54
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El indice de kappa que se determiné para la prueba de Histopatologia con
lesiones sugerentes de Leptospirosis positivas a la tincion Argéntica de Warthin-
Starry (WS) fue de 0.12 (Cuadro 16).

Cuadro 16. indice kappa de la prueba de histopatologia (tincion W-S) en comparacion con la técnica de MAT
como prueba de referencia.

MAT 1:200
Total
i o]
HP-WS Positivo Negativo Concordancia 17.77%
Positivos 2 4 6
Negativos 8 40 48 indice Kappa (k) 0.12
Total 10 44 54

8.2. Sensibilidad y especificidad de la técnica de PCR
Para la prueba de PCR-PF se calcul6 la sensibilidad y la especificidad de la
prueba en referencia a la prueba estandarizada MAT. Determinandose una

sensibilidad del 40% y una especificidad del 84.09% (Cuadro 17).

Cuadro 17. Sensibilidad y especificidad de la prueba de PCR-PF en base a la técnica de MAT como prueba de

referencia.
MAT 1:200 Total
. o
PCR-PF Positivo | Negativo Sensibilidad 40%
Positivos 4 7 11
Negativos 6 37 43 .
Especificidad 84.09%
Total 10 44 54
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9. Discusion

La leptospirosis es considerada por la OMS, la OIE y la ILS (International
Leptospirosis Society) como la zoonosis de mayor diseminacion en el mundo % La
OIE y OMS refieren a la técnica de MAT como la prueba de referencia para el
diagnostico de leptospirosis en humano y animales, una muestra se considera
positiva cuando presenta aglutinacion a una dilucién de suero 21:100; Luna et al.?
sugiere que titulos de 1:100 a 1:200 son de importancia principalmente en
animales no vacunados, titulos mayores con una sola muestra =1:800 son
usualmente indicativos de infeccién y son de valor diagnéstico siempre y cuando

existan datos compatibles con el cuadro clinico %°.

Para la CDC (Centros para el Control y Prevenciéon de Enfermedades) un titulo
21:200 se utiliza para definir un caso probable con una enfermedad clinicamente
compatible. En los paises tropicales incluyendo México se requiere un punto de
corte superior a 1:100 necesario para la definicibn de casos probables de
leptospirosis *’. Los caninos a los que se realizd el presente estudio provenian del
antirrabico de Cuautitlan Izcalli los cuales no contaban con registros de
vacunacion o historia clinica. Un estudio realizado por Sanchez et al. *° describe la
diferencia de anticuerpos entre animales vacunados y no vacunados. Los titulos
de 1:50 y 1:100 se presentaron después de empezar el plan de vacunacién. Al
realizar los analisis de los titulos de los anticuerpos, se determind titulos de 1:25,

1:50 y 1:100, para animales vacunados.

Por lo anterior el presente trabajo considero un punto de corte 21:200 como caso

positivo a la prueba de MAT.

El cuadro 6 muestra los resultados obtenidos de la técnica de MAT con un punto
de corte 21:200; el 18.51% (10/54) de los casos se consideraron positivos, en
2008 Luna et al.?°, recopilan la informacion de diferentes estudios realizados a
caninos en el area metropolitana de la ciudad de México con la técnica de MAT,
los cuales abarcan de 1963 hasta el 2005, los diferentes estudios presentan
positividades variables que van desde 16.1% hasta 81%, el 18.51% de casos
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positivos obtenido en este estudio concuerda con los estudios realizados

anteriormente.

Dentro del periodo de 1963 a 2005 los serovariedades mas frecuentes fueron L.
canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. pyrogenes y L. bratislava: otros estudios; uno
descrito por Rivera et al.”® en 1999 reporta un 26.92% de casos positivos para la
serovariedad L. canicola y un 21.15% para L. icterohaemorrhagiae en 135 sueros
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caninos; mientras que Vado reporta en 2008 a L. canicola, L. hardjo, L.

pyrogenes, L. panama, L. pomona, L. tarassovi, L. icterohaeorrhagiae, como las
serovariedades mas comunes encontradas en 400 sueros caninos. Sepulveda
en 2002 reporta a los serovariedades L. tarassovi (17%), L. hardjo (12.3%) vy L.

pomona (12.3%) como los mas frecuentes en sueros caninos.

El presente estudio reporta las serovariedades mas frecuentes encontradas: L.
canicola con el 12.96% (7/54) de los casos, seguida de L. icterohaemorrhagiae
con 9.25% (5/54) de los casos (Cuadro 7). Lo cual sugiere que L. canicola y L.
icterohaemorrhagiae siguen siendo las serovariedades mas frecuente encontradas
en caninos en el area conurbana de la ciudad de México como lo son las zonas de

Cuautitlan lzcalli, Cuautitlan de Romero Rubio, Tultitlan y Coacalco.

El Cuadro 8 muestra que el 14.81% (8/54) de los casos mostraron anticuerpos
contra una sola serovariedad, mientras que el 3.70% (2/54) lo present6 a 2

serovariedades.

Renato '". Reporta el panorama epidemioldgico de la leptospirosis en México en
humanos de 2000 a 2010. En el cual reporta mediante los datos generados por el
Sistema Unico de Informaciéon Vigilancia Epidemiolégica (SUIVE), que las
serovariedades mas aisladas en México fueron: L canicola 9.6%, L. hardjo 4.5%,

L. pomona 4.2%, L bratislava 3.3% y L. icterohaemorrahagie 1.5%.

Dentro de los reportes de leptospirosis detectada por la prueba de MAT; los
anticuerpos contra la serovariedad L. canicola son los mas frecuentes en caninos

y humanos, esto sugiere que los caninos son los principales transmisores de la
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leptospira hacia el humano en México. El diagndstico oportuno de la leptospirosis
en caninos permitiria tomar medidas preventivas y de control hacia el humano y

otras especies.

De acuerdo al curso de la leptospirosis puede existir una diseminacion de
leptospiras a diferentes 6rganos por medio del torrente sanguineo llegando asi a:
higado, rifones, utero, vagina, ovarios, oviductos, membranas fetales, feto y
glandula mamaria en la hembra y a los testiculos, epididimo y vesiculas seminales

en el macho.

Dammert '° asocia lesiones patolégicas en la leptospirosis por una vasculitis con
compromiso multisistémico, donde el rifidn y el higado son los érganos que sufren
con mas frecuencia. Luna % describe los hallazgos en necropsia de caninos con
leptospirosis los cuales incluyen deshidratacion, ictericia en grado variable la cual
puede o no manifestarse. El higado esta friable con bordes ligeramente
redondeados, colestasis, rifiones ligeramente aumentados de tamafio con zonas
hemorragicas o bien de menor tamafo con fibrosis. El estbmago se presenta
hemorragico, con gran cantidad de moco y olor amoniacal, diatesis hemorragica y

ulceras en los intestinos delgado y grueso.

Durante la recoleccién de muestras de tejidos en este trabajo; los rifnones de
algunos caninos presentaron color palido, textura rugosa, puntos blancos, tejido
adiposo exacerbado; mientras que en higado se presentaron zonas con fibrosis y
congestidon hepatica. Algunas de estas lesiones son compatibles con un cuadro de
leptospirosis, la existencia de las lesiones sugiere dano en higado y riidn sin
embargo, este podria no estar relacionado con la leptospirosis, estas lesiones son
de importancia para determinar las zonas de toma de muestras para las pruebas
de Histopatologia y PCR.

Dammert '® describe las lesiones en rifidén, en las cuales una falla renal es
principalmente consecuencia de lesiones tubulares. Este dafo parece ser
originado en isquemia renal por hipovolemia e hipotensién por pérdida del

volumen intravascular, debido al compromiso endotelial o por algun efecto téxico
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directo de la leptospira. En los casos graves hay edema intersticial e infiltrado
celular de linfocitos, neutrdfilos, histiocitos y células plasmaticas. Las lesiones
glomerulares son raras o consisten en hiperplasia mesanglial que se asocia con
complejos inmunes circulantes y depdsitos de componentes del complemento en
el glomérulo. Mcdonough et al. o y Carrefo et al. % asocian la infeccidn por L.
canicola, la cual se mantienen en los tubulos renales, como la serovariedad

responsable de propiciar la nefritis intersticial crénica.

En Brasil Tochetto et al. *° realizd un estudio mas preciso recopilando informacion
de casos positivos de leptospirosis en perros entre 1965 y 2011. Los hallazgos

histopatoldgicos en rifidn fueron los siguientes:

¢ Necrosis del epitelio tubular (nefrosis tubular) 86.8% (46/53).
¢ Neffritis intersticial no supurativa 60,4% (32/53).
o Nefritis intersticial acompafiada por nefrosis tubular 84.4% (27/32).

e Un caso no mostré dano renal 1.9%. (1/53).

Para el caso de higado Dammert '® y Acosta '° describe las lesiones encontradas
como una disfuncién hepatocelular usualmente sin necrosis o con ataque
estructural leve. Ademas incluyen edema de hepatocitos, disrupcién de cordones
hepaticos, agrandamiento de las células de Kupffer y estasis biliar canalicular;

mientras que Tochetto °°

encuentra las siguientes lesiones: disociacion
hepatocelular 78,6%, colestasis intracanalicular33,3%, necrosis hepatocelular 31%

y degeneracion de hepatocitos vacuolar 21,4%.

Al realizar el estudio histopatoldgico del rifidon mediante la tincion de Hematoxilina-
Eosina se encontraron las siguientes lesiones (Anexo F): Glomerulitis
membranosa 20.3% (11/54), glomerulitis membrano proliferativa 35.1% (19/54),
tubulonefrosis 46.2% (25/54), nefritis intersticial cronica no supurativa 27.7%
(15/54) esta ultima considerada lesion sugerente de leptospirosis en caninos, en
los casos descritos por Tochetto %3 |a tubulonefrosis se presentd en la mayoria de

los casos y la nefritis intersticial cronica en mas de la mitad de ellos lo que hace
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suponer que de los 27.7% de los casos que presentan nefritis intersticial esta

pueda ser asociada a leptospirosis.

En los cortes histolégicos de higado tehidos con hematoxilina-eosina se encontré
en 95.1% (46/54) de los casos una congestion hepatica generalizada, se
encontraron otras lesiones (Anexo F) principalmente vacuolizaciones 11.11%
(6/54). ElI 9.2% (5/54) no mostré cambios aparentes.

Ninguna de las lesiones anteriores encontradas en higado se consider6 como
sugerente de leptospirosis; la congestion hepatica generalizada encontrada en el
92.59% de los casos podrian ser provocadas por el método de eutanasia aplicado
a los perros, el método utilizado fue por sobredosis de anestésico (pentobarbital
sddico), la sobre dosis por barbituricos se asocia al incremento del citocromo P450
el cual aumenta el dafio hepatocelular por medio del incremento en metabolitos
hepatotéxico ** *°, de igual modo el incremento del citocromo P450 asociado al
estrés oxidativo genera necrosis aguda y falla hepatica fulminante en algunos de
los casos %, sin embargo la relacién entre la forma de eutanasia empleada y la
congestion hepatica generaliza presente en el higado de los caninos no esta bien
definida, ya que no se encuentran estudios que comprueben de manera directa
esta relacion. Por lo que se debe de considerarse el método de eutanasia
empleado para la obtencién de muestras de higado y su posible afectacion en la

realizacion de los estudios histolégicos.

La leptospira ocasiona nefritis intersticial crénica en rifndn y hepatitis necrética
multifocal en higado, la observacion de las lesiones anteriores sugiere una alta
probabilidad de encontrar de leptospiras en estos érganos, una forma de
evidenciar la presencia de leptospiras es mediante la tincién histologica de Warthin
Starry (W-S) *2.

Un estudio realizado por Scanziani et al. >’

en 1995, donde un grupo de 32 perros
a los cuales se les induce la leptospirosis se les realizaron diferentes pruebas

diagndsticas para su evaluacion, el analisis histopatoldégico revelo que el 59% de
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los casos presento nefritis intersticial y tan solo uno de los casos fue positivo a la
tincion de W-S, un estudio similar realizado en ovejas descrito por Fornazari et
al.’® en 2002 indica que el 4.5% (21/465) fueron positivos a la prueba de MAT,
mientras que solo el 0.86% (4/465) mostrd estructuras compatibles con leptospira

en la tincion de W-S, otro estudio de Rossetti et al.*>®

en 2004 indica que en un lote
de 41 ratones inoculados con leptospira, el 31.7% presentd lesiones sugerentes
de leptospirosis detectadas por la tincién de H-E, mientras que el 43.9% mostro
ser positivo a la tincién de W-S, mientras que un estudio realizado en 2014 por
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Azizi et al. », mostro el 68.4% de los casos con estructuras compatibles con
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leptospiras por la tincion de W-S. Levet considera a la tincion como de baja

sensibilidad.

De los 15 casos con nefritis intersticial crénica, el 40% (6/15) de ellos mostraron
estructuras compatibles con Leptospira sp por medio de la tincion argéntica de
Warthin Starry, por lo que la relacidn entre el dafio renal y la leptospirosis es baja 'y
la nefritis intersticial podria estar asociada a otras causas como el uso de
farmacos, alteraciones alimetarios y metabdlicos, estos ultimos comunes en los
perros de la calle, los estudios antes mencionados indican una relacion entre la
nefritis intersticial y la leptospirosis inducida, esto se puede deber a que el rifidén e
higado son los principales 6rganos que se comprometen durante la leptospirosis,
sin embargo la baja incidencia de casos positivos reportados por esta técnica
podria deberse a varios factores propios del curso de la enfermedad, como la fase
en la se encuentra la enfermedad o la infeccion de otros érganos diferentes al
rindn, propias de la técnica como: baja sensibilidad de la técnica, la complejidad
de la lectura de la prueba, la degradacion de los tejidos. El curso de la
leptospirosis es un factor importante, ya que los perros podrian haberse
contagiado durante alguna otra etapa de su vida y no necesariamente durante el
presente estudio. Las lesiones generadas en rifidn e higado podrian persistir
después de la superacion de un cuadro clinico o del tratamiento brindado para la
leptospirosis y no la leptospira en si.
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En el presente trabajo se implemento la prueba de PCR-PF para la deteccion de
Leptospira sp patogena haciendo uso de los primers Lepto F y Lepto R descritos
por Smythe * y Sanchez °, localizados entre las posiciones 171y 258 del gen 16S
amplificando un producto de 87pb, estos pares de primers son especialmente
usados para la deteccidn de Leptospira patdgena en tejidos, orina y sangre sérica.
El cuadro 17 muestra la especificidad de la prueba la cual es del 84% mientras

que la sensibilidad es de 40%.

Merien et al. ®" comparé la prueba de PCR con la prueba estandarizada MAT en
una muestra de 200 pacientes, el 13% (27/200) fueron positivo a la prueba de
PCR de los cuales 13 eran concordante con titulo altos del MAT mientras que en
14 casos la deteccion de Leptospira sp era con titulos bajos para la prueba de
MAT.

Bal et al.

, reporta la toma de orina de 15 pacientes diagnosticados con
leptospirosis a los cuales se les somete a la prueba de PCR en diferente estadio
de la enfermedad teniendo 29 muestras de orina de las cuales el 89.6% (26/29)

fueron positivas a la prueba de PCR. Ooteman et al. &

indica que 125 pacientes
con sospecha clinica de leptospirosis se determinaron a 30 como casos probables
de estos, 10 mostraron ser positivos a la prueba de PCR. Estudios similares

realizados por Paix&o et al. ®

, en el cual 13 ratas positivas a MAT, se les realiza la
prueba de PCR a muestras de higado y rifiones, en el cual el 69,2% fueron
positivos a Leptospira sp; mientras Fornazari %8 encuentra a 21 ovinos positivos a
MAT de los cuales 6 son positivos a la prueba de PCR. Un analisis comparativo
entre cultivo y PCR resulto en el 48% de los casos positivos al cultivo y el 62% de
casos positivos a PCR confirmados para leptospirosis pero la serologia fue
positiva en el 97% *’. Todos estos estudios demuestran el alcance y la importancia
de la prueba de PCR en diferentes muestras para el diagnostico de la

leptospirosis.

En este estudio se consideré que un caso era positivo a PCR cuando presenté
amplificacion de cualquier muestra (orina, higado, rifion). El 20.3% (11/54) de los

casos resultd positivo a la prueba de PCR-PF, contra 10 de la técnica MAT; el
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rindn es el drgano que presentd mayor incidencia con 10 casos (18.51%), 2 casos
en orina, y ninguno en higado. Esta prueba es muy sensible, ya que es capaz de
detectar desde 1 sola leptospira y los primers utilizados son especificos para la
deteccion de leptospira patdgena, sin embargo no es capaz de diferenciar entre
serovariedades lo cual es de importancia en el estudio de la epidemiologia de la

enfermedad.

El estar presente o no la leptospira, en muestras de orina, higado riiidén depende

| 47 ilustra las fases de la

del curso de la enfermedad ya que Levett et a
leptospirosis indicando que en las fases tempranas (semana 1) la leptospira podria
encontrarse en sangre y LCR (Liquido cefalorraquideo) ideales para la prueba de
PCR y MAT, en lo que esta migra a su 6rgano blanco, en las semanas 2 y 3 se
llega a la fase de leptospiruria en la cual el individuo presenta respuesta inmune,
la prueba de MAT es de suma importancia en esta fase aunque en esta etapa la
prueba de PCR ayudaria a determinar a la leptospira en muestras de orina,
cuando la leptospirase adentrada en dérganos principalmente higado, riidn y ojo,
una biopsia podria ayudar al diagndstico de la leptospirosis sin embargo este
procedimiento es muy peligroso ya que se requiere cirugia y no se realizaria
debido a la alta eficacia del tratamiento . Después de la semana 4 los titulos bajan
y el individuo se recupera de la leptospirosis o0 bien se convierte en portador en el
cual se puede encontrar a la leptospira en orina y en érganos en este momento la
prueba de MAT no determina como positivo a un portador por lo que el PCR se

convierte en una herramienta capaz de identificar a la leptospira en orina.

Debido al curso de la leptospirosis es importante determinar el tipo de muestra y
prueba de diagnoéstico mas sensible y especifico para la deteccion directa o

indirecta de la enfermedad.

La serologia es la primera y principal herramienta de diagndstico para la deteccién
de leptospirosis es una prueba estandarizada e implementada por la OIE, OMS e
ILS, existen multiples estudios que registran la eficacia de la prueba detectando

hasta el 100% de los casos de leptospirosis * 8° €6 767964 26
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Esta técnica se convirtid en la prueba de referencia para las demas pruebas que
requieran validar los resultados obtenidos como la prueba de PCR en el presente

estudio.

9.1. Analisis comparativo de las pruebas de MAT, HP, PCR

El presente estudio realizé un panel de 4 pruebas de diagndstico de leptospirosis
(MAT, PCR, HP H-E, HP W-S) para su analisis comparativo, teniendo como

prueba de referencia la Microaglutinacion.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes (cuadro 13): La prueba de MAT
detecto el 18.51% (10/54) con un punto de corte de 1:200, el analisis
histopatoldgico mostro el 27.77% (15/54) con lesiones sugerentes de leptospirosis,
de estos el 11.11% (6/54) fueron positivos a la tincion Warthin Starry y la prueba
de PCR 20.37% (11/54) de casos positivos.

El cuadro 15 muestra que de los 15 casos que presentaron lesiones sugerentes de
leptospirosis y realizando una comparacion con la prueba de MAT, 6 se
consideraron verdaderos positivos, 35 verdaderos negativos, mientras que 4 se
consideraron falsos negativos y 9 falsos positivos. De este modo el 60% (6/10) de
los casos positivos al MAT presentaron nefritis intersticial cronica no supurativa y
el 40% no la presentd. Lo que hace suponer que el dafo directo al riidn se debe
principalmente a la leptospira, también se sugiere que el riidn no siempre
presenta dafo y que en algunos casos no es el érgano en el que se aloja la
leptospira, también podria sugerir la fase en la que se encuentra la enfermedad,
asi el 60% podria estar en la semana 2 o 3 de la leptospirosis aguda, mientras que

el 40% en una etapa mas temprana de la enfermedad.

El cuadro 16 muestra que de los 10 casos que se evidencié a la leptospiras por
medio de la tincion de Warthin Starry y realizando una comparacion con la prueba
de MAT, 2 se consideraron verdaderos positivos, 40 verdaderos negativos,
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mientras que 8 se consideraron falsos negativos y 4 falsos positivos. De este
modo el 20% (2/10) de los casos positivos al MAT presentaron estructuras
compatibles con leptospira en el rindn y mientras el 80% no la presentd. Esto
sugiere que el 20% de los casos el rindn fue el drgano donde se alojo la leptospira;
mientras que en 4 casos se detectd la presencia de leptospira mediante la tincion
de W-S estos no presentaron respuesta inmune a ésta, esto podria indicar a los

casos como portadores de la leptospira.

El Cuadro 14 muestra que, de los 11 casos positivos a PCR y realizando una
comparacion con la prueba de MAT, 4 se consideraron verdaderos positivos, 37
verdaderos negativos, mientras que 6 se consideraron falsos negativos y 7 falsos
positivos. De este modo el 40% (4/10) de los casos positivos al MAT también lo
fueron para PCR y el 60% fue positivo a MAT y negativo a PCR. Esto sugiere que
en el 40% de los casos positivos a MAT es posible realizar la prueba de PCR con
resultados satisfactorios y de igual modo en el 12.96% (7/54) se puede
diagnosticar la leptospirosis en aquellos que no presentar respuesta inmune esto
es de suma importancia para determinar las medidas de prevencién y control

contra la diseminacion de la leptospira.

La prueba de PCR es una prueba con alta sensibilidad y especificidad, y es capaz
de detectar la leptospirosis desde etapas tempranas de la enfermedad hasta
condiciones crénicas que por otro tipo de pruebas no se puede diagnosticar, la
implementacion de ella en el diagnostico de la leptospirosis seria de gran
importancia para generar un panel de pruebas que permitan diagnosticar la

leptospirosis en cualquier fase.
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9.2. indice de concordancia Kappa

A las pruebas realizadas en el presente estudio se les someti6 al calculo de indice

kappa tomando de referencia la técnica de MAT:

La prueba de histopatologia por medio de la tincion de Hematoxilina-Eosina
obtuvo una concordancia de 75.92% y un indice de kappa de 0.33, mientras que
en la tincion de Warthin Starry se obtuviera una concordancia del 77% y un indice
kappa de 0.12; la prueba de PCR obtuvo una concordancia de 75% y un indice
kappa de 0.23.

Utilizando la clasificacion de Landis Koch 1977 y Altman 1991 los indices de k de
PCR=0.23 y HP H-E=0.33, esto indica una relacion aceptable entre las pruebas en
relacion con el MAT. La misma clasificacion se utilizé para evaluar el indice kappa
de la tincién de Warthin Starry el cual fue de 0.12 lo que indicaria una relacién

reducida con la prueba de MAT.
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10. Conclusiones

El presente trabajo evidencio la presencia de leptospira en caninos del

antirrabico de Cuautitlan lzcalli mediante diferente pruebas diagndsticas.

Se detecté por medio de la técnica de MAT la presencia de anticuerpos
contra Leptospira sp, reportando el 18.5% de los casos como positivos. Se
determiné a L. canicola con 12.9% y a L. icterohaemorrhagiae con 9.2%

como las serovariedades mas frecuentes en la poblacién canina.

Se encontré seropositividad a L. canicola y L. icterohaemorrhagiae ambas
en 2 casos por lo que sugiere que los caninos pueden ser infectados por

una o mas serovariedades al mismo tiempo.

El analisis histopatolégico en rindn mediante la tincion de Hematoxilina-
Eosina reportd que el 27.7% de los casos presento nefritis intersticial
cronica no supurativa como lesion sugerente de leptospirosis y en el 40%
de estos se logré evidenciar a la leptospira mediante la tinciéon de Warthin
Starry. En el analisis histopatolégico en higado mediante la tincidon de
Hematoxilina-Eosina no se encontraron lesiones sugerentes de
leptospirosis, sin embargo si se encontr6 una congestion hepatica

generalizada en el 92.5% de los casos.

Se implementé la prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa Punto
Final (PCR-PF) para las muestra de orina, rindn e higado, obteniendo una
sensibilidad de 40% y una especificidad de 84%, el 20.3% de las muestras

fueron positivas por esta prueba.

Se realizé una comparacion de las pruebas mediante el calculo del indice
kappa en base a la prueba de MAT, obteniéndose para PCR=0.23, HP-

HE=0.33 considerando la concordancia de las pruebas como aceptable,
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para la prueba de Warthin Starry el indice kappa es de 0.12 lo que se

considera como una concordancia reducida.

El panel de pruebas diagndsticas empleadas podria ayudar a diferenciar

entre caninos infectados y portadores.

Ya que la leptospirosis es considerada una de las zoonosis mas importante
en el mundo, es importante contar con un panel de pruebas diagnosticas
que permitan realizar un diagndéstico oportuno, la implementacion de las
pruebas de HP-HE, HP-WS, MAT y PCR ayuda a poder determinar la
leptospirosis en un casi cualquier estadio de la enfermedad, y amplia las

opciones de las muestras empleadas para el diagndstico de la leptospirosis.
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11. Recomendaciones

El primo aislamiento de la leptospira es la prueba determinante de la leptospirosis,
esta prueba debe incluirse dentro del panel de pruebas diagndsticas siempre y

cuando las muestras obtenidas de los casos lo permitan.

Se debe evaluar y relacionar el cuadro clinico presente en los individuos
sospechosos de leptospirosis para determinar el tipo de muestra y prueba a

emplear que permita la deteccion directa o indirecta de leptospirosis.

Incluir dentro del panel de serovariedades utilizadas en la prueba de MAT,

aquellas serovariedades mas prevalentes en la zona.

En las pruebas histopatoldgicas realizar cortes de diferentes zonas de los tejidos a
fin de aumentar la probabilidad de encontrar a la leptospira y las lesiones

asociadas a esta.

La tincion de Warthin Starry no es un método totalmente estable, por lo que es

recomendable realizar la lectura en el menor tiempo posible.

Elegir el método de extraccion de DNA de acuerdo al tipo de muestra, el cual

permita garantizar la cantidad y calidad de DNA obtenido.
Mantener las condiciones de almacenamiento de la extraccion de material
genético para evitar la degradacion de DNA. De ser posible realizar todo el

proceso de DNA en el mismo dia.

Utilizar material libre de DNAsas y RNAsas para la prueba de PCR-PF.
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Acoplar las condiciones de reaccién de PCR (temperatura media, concentracion

de primer, programa de amplificacién, etc.) al método empleado y al equipo
disponible en el area de trabajo.

En la prueba de PCR-PF elegir aquellos pares de primers que permitan una mayor
nitidez y definicion de la banda de amplificacion, que no interaccionen entre ellos y

no generen reaccion cruzada con el DNA de otras bacterias.
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12. ANEXOS

Anexo A. Registro de caracteristicas generales de perros y toma de muestras.

Numero Edad Sexo Peso Seiias particulares Muestra obtenida
de caso (afios) (Kg) Sangre | Orina Rifon Higado
01 5 meses Macho 10 Tipo PASTOR ALEMAN color negro X X X X
02 10 Macho 6 Tipo MALTES X X X X
03 2 Hembra 12 Negro/pardo-pelo de alambre X X X X
04 1 Hembra 10 Mestizo, color sable X X X X
05 2 Macho 25 BULL TERRIER-color miel X X X X
06 1.5 Macho 8 Blanco chino/ FRENCH POODLE X X X X
07 2 Macho 10 Café / tipo MALTES X X X X
08 6 Macho 14 Tipo PASTOR ALEMAN /negro con X X X X
café
09 7 Hembra 12 Blanco con manchas cafés X X X X
10 3 Macho 5 Negro / mestizo X X X X
11 2 Hembra 20 Criollo-café tostado X X X X
12 10 Hembra 3.5 POODLE-rastas X X X X
13 4 Macho 7 MALTES-color hueso X X X X
14 1 Hembra 5 COCKER-color café tostado X X X X
15 2 Macho 20 CHAW-CHAW-color café tostado X X X X
16 1 Hembra 10 Mestizo-café claro X X X X
17 5 meses | Hembra 9 Mestizo- negro con mancha blanca X X X X
18 4 Macho 15 Mestizo-café miel con mancha negra X X X X
19 7 Macho 13 SCHNAUZER X X X X
20 2 Macho 30 Mestizo- blanco con mancha café X X X X
claro
21 2 Hembra 18 Mestizo-negro con manchas X X X X
22 1 Hembra 10 Mestizo-negro X X X X
23 1.5 Hembra 11 Mestizo negro con café claro X X X X
24 2 Hembra 13 ALASKA-BEIGE con negro X X X X
25 8 meses | Hembra 10 Tipo PASTOR ALEMAN X X X X
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Numero Edad Sexo Peso | Seinas particulares Muestra obtenida
de caso (afios) (Kg) Sangre | Orina Rifon Higado
26 8 meses | Hembra 12 Mestizo-color beige X X X X
27 2 Hembra 18 Mestizo-color miel X X X X
28 7 Hembra 23 Tipo PASTOR BELGA- negro/paja X X X X
29 6 Macho 5 MALTES X X X X
30 1 Hembra 12 Criollo negro X X X X
31 1.5 Macho 19 Criollo amarillo X X X X
32 2 Macho 20 Mestizo X X X X
33 2 Hembra 28 LABRADOR X X X X
34 4 Macho 18 Negro X X X X
35 3 Macho 12 Tipo SCHNAUZER X X X X
36 2.5 Macho 24 Criollo negro con café X X X X
37 1.5 Macho 25 Naranja X X X X
38 1 Hembra 12 Criollo negro X X X X
39 1 Hembra 10 Mestizo- negro con amarillo X X X X
40 2 Hembra 7 Mestizo-negro X X X X
41 4 Hembra 24 Mestizo-café X X X X
42 3 Hembra 16 Mestizo-blanco con café X X X X
43 4 Hembra 12 Mestizo- café con negro X X X X
44 1.5 Macho 11 Tipo COCKER X X X X
45 1 Macho 14 Tipo PASTOR ALEMAN X X X X
46 4 Macho 20 Color chocolate X X X X
47 1 Macho 12 Tipo PASTOR ALEMAN X X X X
48 2 Hembra 21 Color negro con amarillo X X X X
49 1 Macho 12 Mestizo tipo COCKER amarillo X X X X
50 1 Hembra 8 COCKER color miel X X X X
51 2 Hembra 4 COCKER color miel X X X X
52 2 Hembra 20 LABRADOR color miel X X X X
53 2 Hembra 20 Tipo PASTOR ALEMAN X X X X
54 4 Macho 14 Tipo PASTOR ALEMAN negro X X X X
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ANEXO B. Protocolo de extraccion de DNA para tejidos a base de CETAB.

Procedimiento:

Obtener la muestra de tejido (200mg) en condiciones de esterilidad.
Macerar el tejido con 500pl de agua grado inyectable.

Calentar en bafio Maria a 80°C durante 20 minutos.

Adicionar 5pl de lisozima (10 mg/ml) mezclar e incubar a 37°C/24 horas.
Adicionar 70ul de SDS 10% y 5pl de proteinasa K (10 mg/ml).

Incubar a 65°C durante 10 minutos

Colocar 100ul de NaCl 5M

Colocar 750ul de CTAB/NaCl precalentado a 65°C.

9. Incubar a 65°C durante 10 minutos.

© N O g A~ 0w D=

10.Colocar 750ul de cloroformo-alcohol isoamilico y mezclar.
11.Centrifugar a 12000rpm durante 5 minutos.
12.Separar la fase acuosa.

13.Agregar a la fase acuosa 450yl de isopropanol.
14.Centrifugar a 12000rpm durante 30 minutos.
15.Reposarlos a -20°C durante 24 horas.

16. Centrifugar a 12000rpm durante15 minutos
17.Agregar 1ml de etanol al 70%, mezclar por inversion.
18.Centrifugar a 12000rpm durante 5 minutos
19.Eliminar el sobrenadante.

20.Centrifugar a 12000 rpm durante 1 minuto.

21.Secar el pellet (3-24 horas).

22.Resuspender el pellet en 100ul agua grado inyectable.
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Diagrama de flujo del proceso de extraccion de DNA

v 12000r
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separar fase acuosa
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Reactivos:

» Solucion SDS 10%

NaCl 5M

Soluciéon CETAB/NaCl
Cloroformo-alcohol isoamilico 24 : 1
Etanol 70%.

Agua grado inyectable.

YV V. V V V V

Agua destilada estéril.

Preparacion de soluciones

Lisozima y Proteinasa K

» 10mg lisozima o proteinasa K
» 1ml de agua destilada estéril.
Mantener a —20°C.

SDS 10 %

Disolver calentandolo a 65°C

NaCI5M
» NaCl..........ooooiiiiiis 29.2gr
» Agua destilada............ 100ml

*Esterilizar en autoclave a 121°C/15lb

CTAB / NaCl
» NaCl..................... 4.1gr
» CTAB......cociiiiian. 10gr
» Agua destilada......... 100ml.

Calentar a 65°C
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Cloroformo-alcohol isoamilico 24:1
> 20 volimenes de cloroformo

> 1 volumen de alcohol isoamilico

Etanol 70%
» Etanol 96%............ 72.91 gr.
» Agua destilada....... 27.08 gr.

Se puede preparar haciendo uso del densitdmetro.

ANEXO C. Protocolo de la reaccion de PCR- PF

Componentes de la reaccion de PCR

Componente Volumen
Dream Tag™ Green DNA Polymerase-Thermo Scientific™ 2x 12.5ul
Iniciador Lepto F 1ul
Iniciador Lepto R 1ul
Agua libre de DNAsas y RNAsas 7.5l
Extraccion de DNA 3l
Volumen total 25yl

Preparacion del gel de agarosa al 2.5%
Reactivos:

» Agarosa
> TAE 1x
> Bromuro de Etidio 1%
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Preparacion de Soluciones
Agarosa 2.5 %

» Agarosa................ 2.5gr
» Agua destilada....... 100ml

TAE 50x
» Trisbase.................... 242gr
> Acido acético glacial....57.1ml
» EDTAO5M.................. 100ml
» Agua destilada cbp....... 1000ml

Ajustar pH a 8

TAE 1x: Disolver 20ml de la solucién preparada en 980ml de agua destilada.

Diagrama de flujo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Reaccion en cadena 2
de la polimera

i
Y \
agregar Dream

Taq Green DNA ( iniciar el proceso

de la reaccion

Polymerase
A
Y A Etapa Temperatura (*C) Tiempo | Numero de ciclos
| bag'jga' gua colocar los [ Desnatwaizacen imical | g7 Twn T
ibre de DNAsas y : | Desnaturalizacion 90 1 min
RN microtubos enel | st | 25 T “©
termociclador Elongacion 7] Tmin
A [ Extensiénfinal | 72 10min_| i
4
agregar agragar
iniciadores Lepto » extraccionde (= 1
FyLepto R DNA
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Diagrama de flujo de la electroforesis de la PCR

Anexo D. Foto PCR-PF para la deteccién de Leptospira sp.

Positivo: 87 pb.

12 NGO T0 eyt 10 <1112 15 7:14" 15

87 pb

PCR-PF para la deteccion de Leptospira sp en muestra de higado y rifién positivas. Carriles: 1) muestra de rifiéon
caso 5; 2) muestra de orina caso 5; 3) muestra de riidn caso 11; 4) muestra de orina caso 11; 5) muestra de rifidn
caso 18; 6) muestra de orina caso 18; 7) muestra de rifién caso 24; 8) muestra de orina caso 24; ST estandar de
tamafio DNA ladder 100pb; 10) muestra de riién caso 14; 11) muestra de orina caso 14; 12) Control negativo:
Salmonella suis; 13) Control negativo: Staphylococcus aureus, blanco: agua, 15) Control positivo: L. canicola.
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Anexo E. Tabla de comparacién con resultados generales de las pruebas de diagnéstico realizadas.

Prueba empleada.

Prueba empleada.

# PCR H-E W-S # MAT PCR H-E W-S
de MAT Orina | Rif6én | Higado Rifon Higado | Riién de Orina | Rifnon | Higado Rifion Higado | Rinén
caso g g caso g g
1 N N N N GM CH 28 N N N N TN CH
2 N N N N GM CVH 29 N N N N ™ CH
CH GMP ICM
3 N N N N GM Y 30 N N N N TN NCL
HMS
GMP CH
4 N N P N GM +++ CH 31 N N N N NIC+ HMS P
GMP HS
5 N N N N TN ++ CH 32 N N N N GMP CH +++
TN
. TN CH 1-1:200 .
6 C -1:200 N N N NIC + Y N 33 C-1-200 N N N Poss;\llnle CH
GMP
7 N N P N GMP CH +++ 34 1-1:200 N N N NIC + CH P
TN
. NIC + .
8 G-1:100 N N N GMP CH N 35 1-1:100 N N N GMP CH
9 N N P N sC CH 36 | 1-1:200 | N N N ?‘M CH
10 N N P N SC SC 37 C-1:100 N N N TN CH
1 C-1:1600 N P N SC SC 38 N N N N TN SC
12 N N N N NIC ++ CH N 39 N N N N TN CH
TN +++
13 N N N N GMP CH 40 N N N N GMP CH
. NIC + 1-1:200
14 C-1:400 P P N GMP CH N 41 C-1200 N N N NIC + CH N
CH . TN
15 N N N N GMP Vv 42 1-1:100 N N N cG CH
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TE, TN

1-1:100 TN 1-1:100
16 C-1:100 N N N NIC + CH N 43 H-1:100 N P N S:\éi CH N
. NIC ++ CH TN
17 C-1:100 N N N GMP v P 44 N N N N NIC + CH P
TN +++
18 N N P N GMP 45 N N N N SC CH
CH
CR
N NIC +
19 N N N GM N 46 N N N N TN +++ CH
™ CH
20 N N N N GM CH 47 C-1:800 N N N TN CH
TN
21 1-1:200 N P N NIC + CH N 48 1-1:100 N N N SC SC
GMP
TN
22 N N N N GMP CH 49 N N N N GMP CH
TN \Y
23 N N N N GM CH 50 N N N N SC CH
INF
NIC +++
24 C-1:1600 P N N HS CH P 51 N N N N SC CH
GM
25 N N N N ™ (F:E 52 N N N N GM CH
GMP
26 N N N N PN CH ++ 53 N N N N SC NP
54 NIC +++
27 N N N N NS INF N N P N GM SC P
TN

P= Positivo; N= Negativo, C=L. canicola, |=L. icterohaemorrhagiae, G=L. grippotyphosa, H=L. hardjo, T= L. tarassovi, NIC=Nefritis Intersticial
Croénica no Supurativa, GM=Glomerulitis Membranosa, TN= Tubulonefrosis, GMP=Glomerulitis Membrano Proliferativa, CR=Congestién Renal,
HS=Hemosiderosis, PN=Pielonefritis, SN=Sindrome Nefrético, CG=Congestion Glomerular, TE=Tromboembolismo, INF=Inflamacién, FP=Fibrosis
Periportal, CH=Congestion Hepatica, V=Vacuolizacion, NCL=Necrosis Centro Lobulillar, ICM=Infiltracion Celular Mononuclear, HMS=Hepatitis
Multifocal no Supurativa, NP=Necrosis Periportal, SC= Sin Cambios, + leve, ++ moderada, +++  grave.
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Anexo F. Principales lesiones encontradas en tejidos en la prueba de
histopatologia con la tincién de H-E en muestras de rifién e higado.

Lesion en rinon Numero de casos
Glomerulitis membranosa 11
Glomerulitis membrano 19

proliferativa

Tubulonefrosis 25
Sin lesién 8

Lesion en higado Numero de casos
Congestion Hepatica 46
Vacualizacién 6
Sin lesién 5

Anexo G. Grafico: Resultados generales de la prueba Microaglutinacion en
placa de sueros caninos (21;100)
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*Resultados generales de la prueba de MAT con punto de corte 1:100, muestras positivas: 18/54, muestras
negativas 36/54.
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Anexo H. Grafico: Frecuencia de la serovariedad presente en sueros
positivos a la prueba de MAT (21:100)
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*Frecuencia de serovariedades presente en casos positivos a la prueba de MAT, punto de corte 1:100, L.
canicola 10/54, L. icterohaemorrhagiae 10/54, L. grippotyphosa 1/54, L. hardjo 1/54, L. tarassovi 0/54

Anexo l. Grafico de resultados de la técnica de Histopatologia Tincion
Hematoxilina-Eosina (H-E) en muestras de rinén.

80.00% -

72.22%
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*Resultados generales de la prueba de histopatologia Tincion H-E, muestras positivas (nefritis intersticial
croénica): 15/54, muestras negativas 39/54.
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Anexo J. Grafico de Resultados de la técnica de histopatologia tincién de
Warthin Starry (W-S), en muestras de rifién.
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*Resultados generales de la prueba de histopatologia Tincion W-S, muestras positivas 6/15, muestras negativas
9/15.

Anexo K. Grafico de resultados generales de la prueba de PCR-PF.
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Porcentaje Total
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*Resultados generales de la prueba de PCR-PF, muestras positivas: 11/54, muestras negativas 43/54.
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Anexo L. Grafico de frecuencia de Leptospira sp presente en higado, rinén y
orina detectados mediante la prueba de PCR -PF.

20 - 18.51
18 -
16 -
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Frecuencia %

3.7
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1

Rifidn Higado Orina

Muestras

*Frecuencia de Leptospira sp presente en orina 2/54, higado 0/54, rifion 10/54.
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