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RESUMEN

GUDINO GARCIA BASTIDA FRANCISCO. Seroprevalencia de Leptospira spp. en
poblacién canina del Complejo Agropecuario e Industrial de Tizayuca, Hidalgo;

bajo la direccién del Dr. Orbelin Soberanis Ramos.

Objetivo: determinar la seroprevalencia de leptospirosis en la poblacién canina
presente en los establos lecheros del Complejo Agropecuario e Industrial de
Tizayuca (CAIT), asi como la frecuencia de las principales serovariedades
presentes. Material y Métodos: Se obtuvo muestras de 81 sueros de perros, las
muestras fueron procesadas y analizadas en el laboratorio de Leptospirosis del
CENID-Microbiologia del INIFAP para determinar la presencia de anticuerpos
contra Leptospira mediante la prueba de aglutinacion microscopica (AM).
Adicionalmente se aplico un cuestionario para determinar los factores de riesgo,
mediante analisis estadistico. Resultados: La prevalencia de Leptospira fue de
45.67%, las serovariedades con mayor frecuencia fueron: L. palo alto 39.50% (32)
(icterohaemorrhagiae), L. canicola 27.16% (22), L. portland vere 27.16% (22), L.
bratislava 19.75%. Considerando que a varios de los sueros positivos presentan

anticuerpos para varias serovar de Leptospira diferentes.

Conclusién: Dado el estrecho contacto que tienen los perros del CAIT, tanto con
especies domésticas, silvestres y fauna nociva, la seroprevalencia de leptospirosis

esperada era mayor al 20% lo cual se cumplié al encontrarse una prevalencia de



45.67%, y las serovariedades mas frecuentes, que se esperaba encontrar, serian:
canicola (27.16%), icterohaemorrhagiae (12.34%), pyrogenes (11.11%),
grippotyphosa (8.64% ), pomona y tarassovi no se encontraron en la poblacién
estudiada, pero se encontré L. palo alto 39.50% (icterohaemorrhagiae), L.

bratislava 19.75%, L. pyrogenes 11.11% y L. inifap 1.23% (hardjo).



1. INTRODUCCION

1.1. Definicion

La leptospirosis es una enfermedad bacteriana causada por serovariedades
patogenas del género Leptospira, que afecta tanto a mamiferos domeésticos como
a silvestres y es considerada una de las zoonosis mas difundidas en el mundo
(Guerreiro, 2001; DGE, 2012). Las peérdidas economicas causadas por la
leptospirosis son significativas en la industria pecuaria, particularmente en la
produccion lechera y porcicola, debido a la disminucion de la produccién (Castillo,

2008).

Los roedores son considerados como los principales reservorios, debido a que
alojan en sus rifiones leptospiras patdégenas (sin sufrir signos clinicos),
eliminandolas en el ambiente e infectando animales domésticos y salvajes, en

quienes causa diferentes manifestaciones clinicas (Ko et al., 2009).

La leptospirosis es considerada una enfermedad ocupacional que afecta a
personas que se dedican a la produccidén agropecuaria, la limpieza de drenajes, la
mineria y aquellos que tienen contacto con animales, representando un riesgo

para la salud publica (DGE, 2012; Castillo, 2008).



Las principales fuentes de transmision a las personas son la orina, liquidos y
tejidos fetales de los animales enfermos, portadores asintomaticos y reservorios.
La infeccion por Leptospira se asocia a los periodos de lluvia, presentandose tanto
en areas urbanas como rurales de paises sub-desarrollados y desarrollados (DGE,

2012; Castillo, 2008).

1.2. Morfologia

La Leptospira es un microorganismo en forma espiral (espiroqueta), que mide
entre 0.1-0.2 ym de diametro por 10 a 20 ym de longitud, con ganchos en ambos
extremos, tiene 2 flagelos periplasmaticos fijos en los extremos, que se ubican a
todo lo largo y alcanzan la parte central de la bacteria, los cuales le dan los
movimientos de translacién, rotacion y contorcidn caracteristicos del género

(Figura 1)(Levett et al., 20006).



Figura 1. Morfologia de L. interrogans
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Fuente: Picardeau M. 2017

La composicion citoquimica de su pared es semejante a la de las bacterias Gram
negativas, pero no se tifie adecuadamente con las tinciones bacteriologicas
convencionales, por lo que generalmente se observan utilizando un microscopio
de campo obscuro; morfolégicamente todas las leptospiras son indistinguibles
(Levett, 2015). Las leptospiras tienen una estructura tipica de doble membrana en

la que estan estrechamente asociados, la membrana citoplasmatica y la pared



celular de peptidoglicano, cubierta por una membrana externa (Levett, 2015; Adler

2009).

En la membrana externa, se encuentran cadenas de carbohidratos que
constituyen el lipopolisacarido (por sus siglas en inglés, LPS), antigeno principal
de Leptospira y varia de una cepa a otra. Tiene una composicion estructural e
inmunologicamente similar al LPS de organismos Gram negativos. Sin embargo,
es relativamente no toxico para las células o los animales, siendo hasta 12 veces
menos letal para los ratones en comparacién con LPS de E. coli (Llanos, 2017;
Adler, 2009). ElI LPS de Leptospira es el antigeno protector mayor y es el
detectado en las pruebas de aglutinacion microscopica (AM), por lo tanto, es
responsable de la clasificacion seroldgica en serogrupos y serovariedades (Adler,

2009).

Las leptospiras son aerobios obligados, con una temperatura Optima de
crecimiento de 28 a 30°C. Es altamente susceptible a la desecacion y a los
cambios de pH. Crecen en medios de cultivo simple enriquecido con vitaminas
(vitaminas B1 y B12 son factores de crecimiento), acidos grasos de cadena larga y
sales de amonio. Los acidos grasos de cadena larga se utilizan como unica fuente

de carbono y se metabolizan por (3-oxidacion (Adler, 2009).

Los medios para su cultivo in vitro son esencialmente de dos tipos, aquellos que
contienen suero de conejo en concentraciones que van del 8 al 10% (Stuart,

Fletcher, Korthof, Cox) y los que utilizan la fraccion V de la albumina sérica bovina



(BSA) al 1 %. EI medio sintético EMJH (Ellinghausen y McCullogh modificado por
Johnson y Harris) con albumina sérica bovina y polisorbato 80 (Tween 80), es
considerado un medio superior en comparacion con otros medios de cultivo
tradicionales que contienen suero de conejo como constituyente esencial, por lo

que es el mas utilizado para aislamientos y cultivos (Levett, 2015; Adler, 2009).

1.3. Etiologia y Clasificacién

Las leptospiras pueden ser patdogenas o saprofitas, estas ultimas se encuentran en
muchos tipos de medio ambiente humedo, aguas superficiales y suelos humedos
con agua de grifo, incluso leptospiras halofilas saprofitas han sido encontradas en
agua de mar (Terpstra, 2003). En el Cuadro 1, se puede observar la clasificacion

taxonomica del género Leptospira.

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica del género Leptospira.

Reino Procaryota
Division Bacteria
Phylum Spirochaetes
Clase Spirochaetes
Orden Spirochaetales
Familia Leptospiraceae

Género Leptospira

Fuente: Quinn et al, 2002; Llanos 2017

La serovariedad, es el taxon basico formulado por Wolff y Broom en 1945, tanto
para clasificar como para explicar de forma practica la relacion huésped-



hospedero. Esta identidad antigénica es el resultado de diferencias en la
estructura de las LPS de las leptospiras (Faine, 1999; Bulach, 2002).

La amplia lista de serovariedades de leptospiras patdogenas que existe
actualmente refleja la importancia de la diversidad de la estructura del LPS. Esta
clasificacion esta basada en la respuesta seroldgica de Leptospira a sueros
hiperinmunes en métodos de absorcion-aglutinacion y actualmente se enlistan
mas de 260 serovariedades patdogenas que se agrupan en 25 serogrupos;
mientras que las leptospiras saproéfitas sélo agrupan a poco mas de 60
serovariedades (Figura 2) (Levett, 2008; Levett, 2015; Picardeau, 2017).

Figura 2. Arbol filogenético de Leptospira spp.
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Las serovariedades patdogenas generalmente tienen huéspedes especificos, por

ejemplo hardjo los bovinos, canicola y los perros, icterohaemorrhagiae y roedores.
(Picardeau, 2017).



Se realizé un sistema de clasificacion molecular basado en la relaciéon del ADN
que divide al género Leptospira en varias genomoespecies. Se consideran
actualmente 15 genomoespecies patdgenas y 6 especies de leptospiras saprofitas
(Figura 3). La determinacién de un serovar esta basado en el cross-agglutinin
absorption test (CAAT), por sus siglas en ingles (Picardeau, 2017).

Figura 3. Clasificacion de especies de leptospiras saprofitas y patégenas
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La reclasificacion de las leptospiras con los determinantes genéticos proporciona
informacion taxondémica util, pero es independiente de la clasificacion serolégica

establecida. Por lo tanto, ambas clasificaciones (genética y antigénica) coexisten,



la mayor parte de la investigacion epidemioldgica y de diagnostico se ha realizado

con base en la clasificacion serolégica (Cuadro 2) (Levett, 2015).

Cuadro 2. Serogrupos y serovariedades de Leptospira interrogans

Genero Serogrupo Serovar
Australis australis, bratislava, hawain, nicaragua, peruviana
Autumnalis autumnalis, louisiana, rachmani, sumatrani
Ballum ballum, castellonis
Bataviae argentis, balboa, bataviae
Canicola canicola, galtoni, malaya, schueffneri, sumneri
Celledoni celledoni
Cynopteri cinopteri
Djasiman djasiman
Grippotyphosa canalzoane, grippotyphosa, muelleri
L. interrogans Hebdomadis borincana, georgia, hebdomadis.
(Patégenas) Icterohaemorrhagiae copenhageni, dakota, icterohemorragiae, mankarso
Javanica fulminense, javanica, poi
Panama cristobali,panama
Pomona mmonjakov, pomona, tropica
Pyrogenes abramos, kawali,pyrogenes, varela
Ranarum
Sarmin
Sejroe balcanica, dikkeni, haemolytica, hardjo,wolffi
Shermani babudieri, shermani
Tarassovi atlantae, bekeri, gatuni, tarassovi

Fuente: Ren, et al. 2003
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2. Antecedentes

La Leptospira patégena fue aislada por primera vez en Japon en 1914, un afio
después, los investigadores japoneses habian inmunizado con éxito a cuyes. Ellos
demostraron que la inyeccion de leptospiras inactivadas con fenol provoco
inmunidad protectora en los conejillos de indias, lo que demostré por primera vez
la importancia de los anticuerpos en la inmunidad para leptospiras en un modelo

animal (Inada et al., 1916).

2.1. Epidemiologia

La epidemiologia de la leptospirosis es compleja debido al amplio rango de
serovariedades, posibles hospedadores, diversidad de nichos ecologicos y
presentaciones clinicas participantes en la misma. Sin embargo,
epidemiologicamente la infeccion por Leptospira se puede entender en dos
amplias categorias: leptospirosis adaptada al hospedero y la no adaptada (DGE,

2012).

Un animal infectado con una serovariedad adaptada se comporta como un
hospedero de “mantenimiento” o “reservorio”, en tanto la exposicion de animales
susceptibles a serovariedades no adaptadas produce una enfermedad accidental

(DGE, 2012).

11



Cada serovariedad tiene un hospedero de mantenimiento en particular, aunque
pueden causar enfermedad en cualquier especie de mamiferos. Por lo tanto, una
serovariedad se comporta de forma diferente dentro de su especie de

mantenimiento que en un hospedero accidental (Castillo, 2008; Rodriguez, 2007).

Se consideran como hospederos reservorios tipicos de Leptospira spp. en primer
lugar a los roedores (serovariedades ballum, icterohaemorrhagiae, copenhageni),
en segundo término a los carnivoros (serovariedad canicola) y en tercer lugar a
otros animales domésticos como bovinos (serovariedad hardjobovis), porcinos
(serovariedades bratislava, pomona, tarassovi) y equinos (bratislava y pomona)

(DGE, 2012).

Cuando estos animales se encuentran infectados por serovariedades adaptadas
se presentan cuadros subclinicos o asintomaticos. Por consiguiente, las especies
que son portadoras durante largo tiempo (usualmente asintomaticos), se les llama

hospederos de mantenimiento (Castillo, 2008).

2.2. Lesiones y semiologia clinica

La lesion primaria en todas las formas de leptospirosis es el dafo al endotelio
vascular causado por hemolisinas, provocando dafios isquémicos y muerte celular

(Hauk, et al, 2005).
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Las lesiones mas frecuentes se observan en los riflones, donde la necrosis celular
cortical, petequias y hemorragias equimoéticas ocurren especialmente en los
glomérulos y los tubulos contorneados proximales. Sin embargo, el alcance y la
gravedad de las lesiones depende de la serovariedad infectante, la edad del

animal y el estadio de la enfermedad (Alston JM, Brom JC. 1958; Llanos, 2017).

Las principales lesiones patolégicas que pueden observarse en forma aguda, son
anemia, ictericia, hemoglobinuria y hemorragias. En los animales recuperados de
la forma aguda de la enfermedad el hallazgo caracteristico es la nefritis intersticial
progresiva. En el caso de aborto, en la placenta se puede observar edema y

placentitis, en el feto se puede detectar nefritis (Cuadro 3)(Llanos,2017).

Cuadro 3. Presentaciones clinicas y patoldgicas de leptospirosis en diferentes especies animales

HOSPEDERO LESIONES Y SIGNOS CLINICOS

Rumiantes Infertilidad, abortos, agalactasia, mortinatos, hemoglobina, anemia

hemolitica, nacimientos prematuros, crias débiles

Cerdos N N ~ "
Meningitis, hemoglobinuria, dafio renal, mastitis, abortos,
nacimientos prematuros y momificaciones
Perros . L - e
Cuatro sindromes: hemorragico agudo, urémico cronico, ictérico
cronico y abortivo
Caballos

Abortos, infertilidad, agalactia, hemoglobinuria y uveitis recurrente
(forma cronica)

Hamsteres y

cuyes Pérdida de peso, postracion, nefritis intersticial, neumonia

hemorragica, hepatitis

Fuente: Llanos, 2017; Adler, 2004; Quinn et al., 2002; Faine et al., 1999
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2.3. Leptospirosis en caninos

En los perros, se conoce como enfermedad de Stuttgart (presentacion urémica),
tifus del perro e ictericia infecciosa canina. La vias de entrada de Leptospira spp.
es a través de las mucosas (conjuntiva, nasofaringea y genital), heridas en la piel
o piel reblandecida, o bien por la ingestion de ratas infectadas. De forma indirecta

por la ingesta de agua contaminada con leptospiras (Luna, 2008; Arenas, 2016).

Una vez que Leptospira ha penetrado se multiplica con rapidez en el torrente
sanguineo (fase de leptospiremia), durante 7 a 10 dias y se disemina a tejidos
como sistema nervioso central, pulmones, bazo, humor vitreo, tracto genital,

higado y rinones (Luna, 2008).

Algunas infecciones son asintomaticas (presentacion subclinica), mientras que
otras infecciones son graves o mortales (presentacion sobreaguda), en la cual los

perros pueden morir sin la presencia de signos clinicos (McDonough, 2001).

Los signos clinicos y el desarrollo de lesiones son muy variables en los perros y
se ven influenciados por la edad, el estado inmunoldgico del perro, la virulencia
inherente de una serovariedad de Leptospira en particular, asi como también la

ruta y el grado de exposicion (Luna, 2010a).

Los signos iniciales suelen ser inespecificos y pueden incluir fiebre, depresion,

anorexia, rigidez, mialgia, escalofrios y debilidad. Estos signos pueden ser
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seguidos por enfermedad renal incluyendo anuria, hematuria o aumento de la
frecuencia de miccién, vémitos, deshidratacion y ulceras orales (presentacion
cronica o urémica). Diarreas, tos, disnea, epistaxis, conjuntivitis, pérdida de peso,
hemorragias petequiales y equimdticas e ictericia, también puede ser visto
(sindrome hemorragico) (Adler, 2009; Miguel, 2009; Luna, 20102 Luna, 2010b;

Luna, 2008).

Cuando las leptospiras invaden el sistema nervioso y el liquido cefalorraquideo
(LCR) se observa meningitis y también pueden colonizar el humor acuoso

produciendo uveitis crénica o recurrente (Godinez, 2013).

Eventualmente se puede presentar aborto en el ultimo tercio de la gestacion o
nacimiento de cachorros débiles con trastornos digestivos y muerte en las
primeras semanas de vida (sindrome reproductivo) (Adler, 2009; Miguel, 2009;

Flores, 2010).

El incremento de los anticuerpos séricos elimina a Leptospira de la mayor parte de
los organos, excepto de los tubulos contorneados renales donde coloniza vy
persiste para después ser eliminada por la orina (fase de leptospiuria) en forma
intermitente por periodos prolongados (meses, afios o de por vida), convirtiéndose
en portadores de Leptospira spp. y reservorio para personas y animales

susceptibles (Luna, 2010a; Luna, 2010b; Estrada, 2008).
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2.4. Diagnéstico

El diagndstico de leptospirosis, es dificil de confirmar, debido a la gran diversidad
de signos clinicos presentes en individuos enfermos (humanos o animales), asi
como, a la dificil adaptabilidad del microorganismo a las condiciones de laboratorio

que lo hace de aislamiento dificil y lento (Adler, 2009; Castillo, 2008, Flores, 2010).

El diagndstico de leptospirosis se puede realizar mediante técnicas de laboratorio

directas e indirectas (de la Pefia, 2009; DGE, 2012).

Las pruebas directas detectan leptospiras, antigenos de leptospiras o acidos
nucleicos de leptospiras en tejidos o fluidos corporales de animales. Entre ellos
esta la microscopia de campo oscuro, el aislamiento, la inmuno-tincién o la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Adler, 2009; DGE, 2012).

a) La observacion directa de Leptospira mediante microscopio de campo
oscuro de liquidos corporales: sangre, liquido cefalorraquideo y orina, asi
como del sobrenadante del macerado de tejidos. Requiere de experiencia
para efectuar el examen de muestras para lograr su identificacion por ser
frecuente la presencia de estructuras denominadas “pseudoespiroquetas’

con las que facilmente se pueden confundir con la bacteria (DGE, 2012).

b) El aislamiento bacterioldgico directo de muestras de tejidos y fluidos es el

método definitivo de diagndstico de la infeccion, sin embargo, tiene el
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inconveniente de ser costoso y complejo debido a sus exigentes
requerimientos nutricionales, asi como la lentitud de su desarrollo (DGE,

2012).

c) La inmunohistoquimica es una técnica basada en una reaccion
enzimatica que permite la identificacion de determinantes antigénicos por
medio de la aplicacion directa de anticuerpos y su deteccion por una
reaccion colorimétrica. La eficacia de esta prueba depende del numero de
organismos que estén presentes en el tejido y no identifica la serovariedad
infectante, ademas de que los resultados deben interpretarse junto con los

resultados seroldgicos (OIE, 2008).

d) La PCR sirve para detectar la presencia de material genético de
leptospiras de liquidos corporales o tejidos. Es una prueba sensible pero los
procedimientos de control de calidad y el procesamiento de las muestras
para PCR son cruciales y deben adecuarse al tejido, al fluido y a la especie
que se esté analizando. Al igual que ocurre con las pruebas
inmunoquimicas, con la mayoria de los ensayos de PCR no se identifica la

serovariedad infectante (DGE, 2012).
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Las pruebas indirectas detectan anticuerpos especificos anti-leptospiras, entre
ellos, estan el ensayo inmuno-enzimatico (ELISA), la prueba de hemaglutinacion
indirecta (HAI), y la prueba de aglutinacion microscopica (AM) (Adler, 2009; DGE,

2012).

a) La prueba de ELISA puede detectar titulos de anticuerpos en los
primeros dias de la infeccion, sin embargo no discrimina entre infecciones
por diferentes serovariedades. Los animales que han sido vacunados frente
a la serovariedad pertinente pueden dar resultados positivos en muchos
ELISA, dificultando de esta manera la interpretacion de los resultados
(DGE, 2012).

b) La prueba AM es la prueba seroldgica mas ampliamente utilizada y es
considerada por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) y la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) como de validez diagnostica

(Anexo 1) (Adelr, 2009; OIE, 2008).

La AM detecta anticuerpos aglutinantes principalmente del tipo IgM contra la
serovariedad infectante especifica. La prueba consiste en enfrentar antigenos
vivos a diferentes diluciones del suero. Las diluciones se observan en el
microscopio de campo oscuro con los diferentes objetivos, hasta 100X y sueros
con anticuerpos anti-Leptfospira dan como resultado la aglutinaciéon de las

leptospiras en suspension (Rodriguez, 2007).
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Los sueros negativos no aglutinan las leptospiras observandose éstas aisladas y
uniformemente distribuidas en todo el campo. La prueba se considera positiva
cuando se detecta aglutinacion microscoépica en diluciones de por lo menos 1:100

(Chappel, 2004; Rodriguez, 2007).

Los anticuerpos anti-Leptospira se detectan en el curso de la infeccion y éstos
aumentan aproximadamente entre los 11 a 21 dias post infeccién por lo que es
posible obtener AM negativas en animales recientemente infectados (Adler, 2009;

DGE, 2012).

2.5. Vacunas contra Leptospira

En cuanto a los animales domésticos, la vacunacion de cerdos, bovinos y perros
es eficaz para prevenir la enfermedad, pero no protege por completo contra la
infeccion. Los animales vacunados pueden infectarse sin mostrar signos clinicos, y
pueden tener leptospiruria, aunque en menor grado y por menor tiempo que los
animales no vacunados , considerando que la proteccion es serovar especifica, si
se infectan de una serovar no contenida en la bacterina, se enfermaran (Acha, et

al, 2001).
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3. JUSTIFICACION

La poblacién canina del CAIT cumple funciones de vigilancia o de compaifiia, sin
embargo, puede ser reservorio de Leptospira spp. A través de sus excreciones
puede dispersar la Leptospira a todo el establo y llegar a contaminar el agua y el
alimento de los bovinos de las unidades de produccién lechera. También puede
ser reservorio para las personas que conviven con ellos, lo que representa un
grave problema de salud publica. Si bien, existe informacion epidemioldgica de la
leptospirosis canina en México, hay pocos estudios realizados donde cohabiten

poblacion canina, bovinos lecheros y trabajadores.
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4. HIPOTESIS

Dado el estrecho contacto que tienen los perros del CAIT, tanto con especies
domeésticas, silvestres y fauna nociva, la seroprevalencia de leptospirosis
esperada sera mayor al 20%, y las serovariedades de Leptospira que se espera
encontrar mas frecuentemente seran: canicola, icterohaemorrhagiae, pomona,

pyrogenes, grippotyphosa y tarassovi.
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5. OBJETIVO

Estimar la seroprevalencia de leptospirosis en la poblacién canina del Complejo

Agropecuario e Industrial de Tizayuca, Hidalgo.

5.1. Objetivos especificos

Estimar la frecuencia de las serovariedades.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Disefo de estudio epidemiolégico

Se realizd un estudio epidemiolégico transversal de tipo analitico.

6.2. Lugar de estudio

En el Complejo Agropecuario Industrial de Tizayuca (CAIT), el cual se encuentra
localizado en la parte sur de la localidad de Tizayuca, perteneciente al municipio
del mismo nombre, en el estado de Hidalgo, en la carretera federal México-
Pachuca, Km. 51.5. Cuenta con 126 establos especializados en la produccion de
leche, con alrededor de 22,000 vacas en produccién y 6,000 becerras en recria

(Figura 4).

6.3. Determinacion del tamano de muestra

Se determind con base en el estudio previo de Bautista 2010, con una prevalencia

esperada del 25%, un nivel de confianza del 95% y un error aceptado del 9%. Se

utilizé el programa Sample Size 2.0 ® (Figura 5).
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Figura 4. Lugar de estudio
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FUENTE: Modificado de Google Maps, 2016.

Figura 5. Férmula para determinar el tamafo de muestra

Z?= nivel de confianza
P= Probabilidad de éxito
1-P= Probabilidad de fracaso (q)

D?= diferencia de la frecuencia modal con la frecuencia posterior

Dando una n de 89 individuos.
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6.4. Cuestionario a propietarios de la poblacién canina

Se aplicé un cuestionario previamente validado y adaptado de Bautista 2010,
enfocado a obtener informacion sobre los factores de riesgo asociados con los
animales de comparia y la leptospirosis, asi como datos de salud en general

(Anexo 2).

Se aplicé a los propietarios de los caninos seleccionados, considerando las
siguientes variables:

* Presencia o ausencia de mascotas en el establo.

* Numero de mascotas por sexo y especie.

* Tipo de contencion de las mascotas: encerrados, amarrados o libres.

* Acceso de las mascotas propias a los establos vecinos.

* Acceso de otros perros, gatos o ambos al establo.
Cabe destacar que 2 de los establos visitados, se encontraban despoblados en

ese momento.

6.5. Seleccion de animales

Los animales muestreados fueron seleccionados de manera aleatoria simple. Los
criterios de inclusion fueron: que los perros habitaran en los establos del CAIT,
mayores de 6 meses de edad y con permiso del propietario para ser incluido en el

estudio.
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Se excluyeron animales menores de seis meses, hembras gestantes, animales
gue deambularan libremente sin duefio o en los que el propietario no accediera a

participar.

6.6. Examen fisico general

Para realizar el examen fisico general se elabor¢ y utilizé un formato en el cual se
incluyeron los datos generales de cada mascota: especie, raza, sexo, edad y el
numero de identificacidon individual consecutivo asignado para la participacion en
el estudio. Se evaluaron las siguientes constantes fisiologicas: frecuencia
cardiaca, frecuencia respiratoria, temperatura corporal, reflejo deglutorio, reflejo
tusigeno, campos pulmonares, palmo percusion, nivel de hidratacion, estado de
los linfonodos mandibulares, cervicales y popliteos, coloracién de las mucosas,

tiempo de llenado capilar, palpacion abdominal, pulso y condicidn corporal.

Ademas fueron considerados otros hallazgos adicionales al examen fisico general,

especialmente aquellos que pudieran coincidir con la semiologia caracteristica de

la enfermedad.
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6.7. Coleccion de muestras

Se obtuvo asépticamente las muestras de sangre de cada perro por puncion de la
vena cefalica y se dejo coagular. Dicha muestra fue centrifugada a 3584 RCF
(Relative Centrifugal Force) (8,000 RPM) (RCF = 1.12 x Radius x (rpm/1000)2)
durante 10 minutos, con el fin de dividir completamente el suero del paquete
celular. El suero ya separado fue transferido a microtubos nuevos que se rotularon
y se conservaron en congelacion a -20 °C hasta su procesamiento en el
laboratorio del CENID-Microbiologia del INIFAP; esta unidad cuenta con los
procedimientos establecidos por el Comité de Bioseguridad con normatividad
vigente para el personal del laboratorio; de igual manera para el manejo,
procesamiento y destino final de las muestras y tratamiento adecuado de los

Residuos Peligrosos Biologicos e Infecciosos (RPBI).

6.8. Diagnéstico de laboratorio

Las muestras fueron procesadas en el laboratorio del CENID-Microbiologia del
INIFAP, con la Prueba de Aglutinacion Microscopica (MAT). Esta técnica es la
prueba serolégica mas ampliamente utilizada y es considerada por la OIE, la OPS,
OMS vy la International Leptospirosis Society, una dilucion con un titulo >1:100 se

considera como un diagnostico positivo, de validez diagndstica
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6.9. Analisis de la informacion

Las variables fueron sometidas a un analisis descriptivo univariado, mediante
frecuencias absolutas y relativas, medidas de tendencia central y de dispersion.
En el analisis bivariado, cuando las variables continuas presentaban distribucién
normal se utilizd la prueba de “t”, en caso contrario el estadistico de U de Mann-

Whitney para las variables categéricas la prueba de Xi?.
Se obtuvo razén de momios (RM) para cada una de las variables con sus

respectivos intervalos de confianza al 95% para identificar en caso de que

existiera asociacion con la variable de infeccion.
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7. RESULTADOS

De las 89 muestras obtenidas, solo fue posible procesar 81, ya que las otras

presentaban contaminacion, hemolisis o lipemia.

De 81 sueros analizados, procedian de 50.62% hembras (41) y 49.38% machos
(40); la edad media de la poblacion fue de 3 afios. La edad promedio de los
machos es de 35.7 (36) meses, mientras que en las hembras es de 35.05 (35)

meses.

7.1. Lugar de origen

El 48.15% (39) de los perros nacieron dentro del CAIT, mientras que el resto
provienen de otros lugares: 18.52% (15) del municipio de Tizayuca, 13.58% (11)
de otros municipios del estado de Hidalgo, 9.88% (8) del Estado de México, 3.70%
(3) de la Ciudad de México, 1.23% (1) de Querétaro y del 4.94% (4) se desconoce

el lugar de origen.

7.2. Modo de adquisicion

El 61.73% (50) fue regalado por algun conocido, el 18.52% (15) nacieron de
hembras que habitan en el CAIT, el 12.35% (10) fue encontrado en la calle y

adoptado y el 7.41% (6) de los perros fue adquirido mediante compra.
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7.3. Tipo de encierro

El 59.25% (48) de los perros permanecen libres todo el tiempo, el 18.51% (15)
permanecen amarrados o encerrados la mayor parte del tiempo, el 9.87% (8)
permanecen sueltos unicamente durante el dia y el 12.34% (10) solo durante la
noche. En ocasiones los duefios llegan a soltar a los perros, pudiendo deambular
libremente por los establos. Por lo tanto, se observd que el 87.65% (71) de las

mascotas pueden deambular libremente en algun momento del dia.

Las principales areas a las que tienen acceso los perros son: corrales 71.60%
(58/81), almacén de alimentos 54.32% (44/81), becerreras 43.20% (35/81),
habitaciones de la casa 23.45% (19/81) y sala de ordefo 22.22% (18/81). El

53.08% (43/81) tiene acceso a establos vecinos.

En cuanto a si los caninos tienen un area especifica para dormir, el 40.74%
(33/81) de los perros no tienen un area especifica, mientras que el resto si tiene

algun sitio para ello, en el establo.

7.4. Alimentacion

El 98.76% (80) de los perros son alimentados por sus propietarios al menos una
vez al dia; solo uno de ellos (1.23%) no recibe este tipo de cuidado por parte de

sus duefos.
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A pesar de recibir alimento constantemente, el 37.03% (30/81) de la poblacion

canina ha sido observada consumiendo placentas de bovinos o fetos abortados.

El 79.01% (64/81) de los perros recibe por parte de sus duefios una fuente de
agua para su consumo diario, y de estos, el 93.75% (60/64) reciben agua corriente
proveniente de las tomas de agua potable en las instalaciones del establo; 3.12%
(2/64) recibe agua hervida; 3.12% (2/64) recibe agua proveniente de los
bebederos de los bovinos. Los perros restantes 20.98% (17/81) no reciben una
fuente de agua por parte de sus propietarios, por lo que se ven obligados a

tomarla de otros sitios.

El 56.79% (46/81) del total de los caninos han sido vistos bebiendo agua de
charcas o asentamientos de agua, y el 19.75% (16/81) llegan a consumir agua
directamente de los bebederos de los bovinos, aun cuando tienen un traste

especifico para ello.

7.5. Convivencia con otros animales

El 39.50% (32/81), de los perros puede convivir con caninos de otros establos. El
37.03% (30/81) tiene convivencia con los bovinos. Ademas se encontrd que
algunos animales pueden convivir con aves de corral (gallinas, gallos, gansos),

gatos, conejos.
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7.6. Convivencia con la poblacién humana

El 59.25% (48/81) de los perros tienen una convivencia cercana o muy cercana
con sus propietarios, con sus familias y con otros habitantes del mismo establo; el
27.16% (22/81) conviven poco con las personas en el establo y 13.58% (11/81)
tienen una convivencia casi nula con la poblacion humana. El 54.32% (44/81)

llegan a tener convivencia con la poblacién infantil en el CAIT.

Los cuidados, atencion y el tipo de convivencia entre otras cosas, dependen en
gran medida de la manera en que una familia ve a su mascota. En el CAIT,
41.97% (34/81) de los duefios entrevistados sefialaron que sus mascotas son

vistas como un miembro mas en su familia.

7.7. Salud en la poblacién

Se encontro que 98.76% (80/81) de los perros son o han sido sometidos
regularmente a algunas medidas basicas de medicina preventiva como la
vacunacion, desparasitacion y esterilizacion para controlar la natalidad.
Unicamente uno de ellos (1.23%) nunca ha sido sometido a ninguna de estas

medidas.

Entre los que han sido vacunados, se encontré que 88.73% fue vacunado en el

ultimo afo durante la campana de vacunacion antirrabica, 7.04% hace mas de un
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afno 2.82% solo recibié vacunas en la etapa de cachorro y el 1.41% nunca ha

recibido vacuna alguna.

El 93.82% (76/81) de los animales no ha sido esterilizado mientras que el 6.17%
(5/81) esta esterilizado, de los cuales 80% (4/5) son hembras y el 20%( 1/5)

corresponde a machos.

El 30.86% (25/81) de los propietarios manifestd que su animal ha recibido algun

tipo de desparasitacion en toda su vida.

7.8. Signos de enfermedad

Se preguntd a los propietarios si sus perros han presentado alguno de los
siguientes signos de enfermedad, por ejemplo, en el tracto digestivo: diarrea,
melena y vomito; signos respiratorios: tos, disnea y moco nasal; signos urinarios:
poliuria y hematuria; signos inespecificos de enfermedad: pérdida de peso,
hiporexia, depresion, polidipsia y distensién abdominal. El signo mas comun fue la

presencia de moco, presente en el 21.13% de la poblacién.
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7.9. Resultados de la prueba MAT

De los 81 sueros de caninos procedentes del CAIT analizados mediante la prueba
de MAT, se encontraron 37 pruebas positivas (45.67%), las cuales se

discriminaros segun el serotipo (Cuadro 4).

Cuadro 4. Resultados de la prueba MAT

Serotipo n (%)
L. palo alto 32 (39.50)
(icterohaemorrhagiae)

L. canicola 22 (27.16)
L. portland vere 22 (27.16)
L. bratislava 16 (19.75)
L. icterohaemorhagiae 10 (12.34)
L. pyrogenes 9 (11.11)

L. grippotyphosa 7 (8.64)
L. inifap (hardjo) 1 (1.23)

Se debe considerar que el 40.54% (15) de los sueros positivos presentan
anticuerpos para una serovar de Leptospira, el 8.10% (3) a dos serovares
diferentes, el 10.81% (4) a tres serovares diferentes, el 13.51% (5) a cuatro
serovares, el 18.91% (7) a cinco serovares diferentes, el 10.81% (4) a seis
serovares diferentes y el 2.70% (1) a siete serovares diferentes. Resaltando que

existe reactividad cruzada entre serovares.
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8. Discusion

El propédsito del presente trabajo es describir y analizar los factores de riesgo
asociados a la infeccion por leptospirosis en una poblacion canina que habita en
los establos del Complejo Agropecuario Industrial Tizayuca. Las variables de
estudio fueron consideradas con base en la plausibilidad biologica en la cadena
causal de la leptospirosis, asi como algunas variables condicionantes de la
enfermedad, mismas que fueron seleccionadas a partir de una encuesta enfocada

a otra zoonosis realizada en el ano 2011.

Los resultados encontrados en el presente estudio evidenciaron una frecuencia de
(45.67%), menor a la reportada en un estudio en Veracruz (66%) (Lugo, 2015),
pero superior a lo reportado en Culiacan, Sinaloa (9%) (Hernandez, 2017). Las
serovariedades con mayor frecuencia fueron: L. palo alto 39.50%, L. canicola
27.16%, L. portland vere, 27.16%, L. bratislava 19.75% encontrando
concomitancia hasta con siete serovares distintas (Lugo, 2015; Hernandez, 2017;
Rivera 1999). No existe diferencia estadisticamente significativa respecto al sexo
entre hembras y machos. En cuanto a la edad de los caninos, se encontrdo una
prevalencia mayor en los caninos mayores a un afo, lo cual concuerda con las
investigaciones realizadas en el estado de Veracruz y Yucatan, asi como en

Colombia (Lugo, 2015; Jiménez 2008; Sanchez 2010).
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9. Conclusiones

El presente estudio permitié establecer la seroprevalencia de infecciéon por
Leptospira en una poblacidon canina en una zona de alto riesgo, la tipificacién de
las leptospiras circulantes en el CAIT como indicadores de fuente de infeccién y

sus reservorios asociados, para la trasmision de la leptospirosis.

Debido a la presentacion clinica de la enfermedad con semiologia similar a otras
enfermedades, es necesario disponer de un diagnostico en laboratorios cercanos
asociado a los antecedentes de exposicion con animales para confirmar o
descartar la enfermedad con el objeto de realizar tratamientos oportunos para

mejorar y restablecer la salud poblacional.

Dado el estrecho contacto que tienen los perros del CAIT, tanto con especies
domeésticas, silvestres y fauna nociva, la seroprevalencia de leptospirosis
esperada era mayor al 20% lo cual se cumplié al encontrarse una prevalencia de
45.67%, y las serovariedades mas frecuentes que se esperaba encontrar serian:
L. canicola (27.16%), L. icterohaemorrhagiae (12.34%), L. pyrogenes (11.11%), L.
grippotyphosa (8.64% ), L. pomona y L. tarassovi no se encontraron en la
poblacién estudiada, pero se encontro L. palo alto 39.50% (icterohaemorrhagiae),

L. bratislava 19.75%, L. pyrogenes 11.11% y L. inifap (hadjo) 1.23%.
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Anexo 1: Protocolo de la Técnica de Aglutinacion Microscoépica
La bateria de cepas de referencia utilizadas para la prueba de aglutinacion

microscopica (Cuadro 5)

Cuadro 5. Cepas de referencia utilizadas para la AM en el CENID-Microbiologia INIFAP

Serovariedad Serogrupo Cepa de_ Genogrupo
referencia
bratislava Australis Jez-bratislava Interrogans
canicola Bataviae Hond utrecht IV Interrogans
grippotyphosa Grippotyphosa Moskva V Kirshneri
hardjo Serjoe Hardjoprajitno Interrogans
icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA Interrogans
pomona Pomona Pomona Interrogans
pyrogenes Pyrogenes Salinem Interrogans
tarassovi Tarassovi Perepelitsin Borgpetersenii
wolffi Serjoe 3705 Interrogans
inifap*
palo alto**

portlan vere***

*Aislada de un quiste folicular bovino corresponde por serologia a Hardjo, Hardjoprajitno
** Aislada de un perro corresponde por serologia a Icterohaemorrhagiae
*** Aislada de un cerdo y corresponde a cepa Canicola.

Estas cepas de referencia fueron mantenidas en medio de cultivo liquido de COX
(tubos de vidrio con 10 ml de medio) e incubadas en una estufa bacterioldgica a
una temperatura de 30 °C, por 24 h. Posteriormente los cultivos se mantuvieron a
temperatura ambiente y se revisaron a los 4 dias para comprobar el crecimiento
bacteriano. Se realizaron resiembras cada 21 dias en condiciones de esterilidad.
Para realizar la resiembra se transfirio un volumen de 0.5 ml del cultivo crecido al

medio de cultivo fresco.
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Los sueros sometidos a la prueba fueron diluidos en solucién amortiguadora de

fosfatos (PBS) para obtener una dilucion 1:25.

Se usaron 2 tubos de ensayo para cada antigeno. En uno se coloc6 0.2 ml de
suero diluido y en el otro 0.1 del mismo suero y 0.1 ml de PBS. A ambos tubos se
les agrego 0.2 ml del antigeno estandarizado. Se obtuvieron diluciones finales del
suero de 1:50 y 1:100. Para cada uno de los antigenos de prueba de la bateria se
incluyd un tubo control con 0.2 ml de PBS y 0.2 ml del antigeno. Los tubos fueron
agitados e incubados a temperatura ambiente durante 1 horas para su posterior

revision.

Con un asa bacteriolégica se dejoé caer sobre un cubreobjetos de vidrio limpio una
pequefia gota de cada tubo. Los portaobjetos fueron leidos por microscopia de
campo oscuro con el objetivo de poco aumento (10X) y oculares de 10X o0 15X sin

cubre objetos.

Los grados de aglutinacién de cada antigeno en relacion con el antigeno control

se registraron segun la escala 1+ a 4+, o como negativo (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Grados de aglutinaciéon de antigeno

NEGATIVO = Sin aglutinacién e idéntico al antigeno control
+ = Aglutinacién con 75% de células libres
++ = Aglutinacién con 50% de células libres
+++ = Aglutinacién con 25% de células libres
++++ = Aglutinacion con 0 - 25% de células libre

Todos los sueros que a una diluciéon 1:100 reaccionaron con aglutinacion del
50%(++) o mayor frente a uno o mas antigenos, se les realizd nueva titulacion.
Para estas pruebas se hicieron diluciones dobles de la dilucion original del suero
de 1:25. En una gradilla se colocaron hileras de 8 tubos para cada antigeno
reaccionante, cada uno con 0.2 ml de PBS. Al primer tubo se afadira 0.2 ml de la
dilucion del suero 1:25, se mezcl6 y transfirio 0.2 ml al segundo tubo y se volvié a
mezclar. Este procedimiento de division se repitid hasta el ultimo tubo del cual
después de mezclar, se descartd 0.2 ml. Una vez agregado el mismo volumen de
antigeno, se llegé a diluciones del suero de 1:100 a 1:1600. Se incubaron y
leyeron los tubos como ya se describié. Si algun titulo encontrado era mayor que
la dilucibn mas elevada, se repetia el procedimiento efectuando diluciones

adicionales al suero.

El titulo de aglutininas de un suero se expresa como la reciproca de la dilucidon
mas alta del suero en cual se haya aglutinado por lo menos el 50% (++) de las

células.
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Un resultado se considera positivo cuando se detectan AM en diluciones iguales o
superiores a 1:100 frente a uno o mas de los antigenos leptospirales, sin embargo,
solo es una evidencia indicativa de enfermedad anterior o de posibilidad de

infeccidon en curso.

Un titulo unico de AM de 1:400 en la presencia de signos e historia clinica, se

considera como un diagnostico positivo a leptospirosis activa.

Para confirmar el diagndstico se deben comparar dos muestras de suero tomadas
con espacio de 15 dias. Si existe un aumento de cuatro veces el titulo de
anticuerpos frente a uno o mas de los antigenos leptospirales, se presenta una
seroconversion, lo que se considera diagndstico de la infeccidn en curso. Del
mismo modo, una conversion del titulo de menos de 1:50 en 1:100 o mayores, se

considera diagnostico significativo de enfermedad en curso.
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ANEXO 2: Cuestionario para identificar factores de riesgo.

Cuestionario aplicado a los propietarios para obtener informacién de sus
mascotas sobre aspectos de salud en general y para identificar patrones que
pudieran representar un riesgo para la transmision de la leptospirosis

Nimero de establo

Fecha

Nombre del entrevistado

Cargo en el establo

Especie Sexo Edad
Raza Identificacion (Nombre y niimero)
1. ;Cuadl es el lugar de | O CAIT (No de establo) O Hidalgo
origen de su mascota? O Tizayuca O  Otro estado/pais
2. (Cémo adquirié a su | O La comprd O Se laregalaron
mascota? O Se la encontr6 y la adopto/llego O La adquiri6 en algin refugio
sola al establo O Otro
3. (Realiza algin tipode | O Si
accion para mantenerla | O No
salud de su mascota?
4. {Qué tipo de accién O Vacunacién O Ninguna
realiza? O Desparasitacion O Esterilizacién
5. (Su perro ha recibido | O No nunca O Hace mas de un afio
alguna vacuna alo largo | O Si, de pequefio O Si, en el Ultimo afio
de la vida? O Alguna vez pero no recuerda el O No lo sabe
momento

6. (Alguna vez su O Nonunca O Hace seis meses
mascota ha recibido O Hace mas de un afio O Hace menos de seis meses
atencion veterinaria? O Hace un afio O No sabe
7. (Usted o su O No, nunca O Hace seis meses
veterinario han O Hace mas de un afio O Hace menos de seis meses
desparasitado a su O Hace un afio O No sabe
mascota?
8. (Usted bafia a su O No, nunca
mascota? O Casinunca (2-3 veces al afio 0 menos)

O De vez en cuando (4-6 veces al afio)

O Frecuentemente (7-9 veces al afio)

O Siempre por lo menos una vez al mes
9. (Como permanece la | O Amarrado/ encerrado todo el tiempo
mayor parte del tiempo O Amarrado por el dia, suelto por las noches
su mascota? O  Suelto todo el tiempo

O  Suelto todo el dia, amarrado en las noches

O Otro
10. ;Su mascota puede O Si
caminar libremente por O No

el establo?
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11. ;A qué areas del O Todo el establo O Becerreras
establo puede entrar su O Casa/ habitaciones O Almacén de alimentos
mascota? O Corrales O Sala de ordefio
12. ;Su mascota ingresa | O  Si
a su casa? O No
13. ;Su mascota puede O Si
entrar a la sala de ordefio | O No
mientras ocurre la
ordefia?
14. ;Su mascota saledel | O Si
establo libremente a O No
otros establos?* O Solo cuando la saca usted.
15. {Qué tan cercana es O Casinula, esta amarrado O Poca
la convivencia de su todo el tiempo O Muy cercana
mascota con las personas O Otra
en el establo?
16. {Su mascota convive | O Si
con nifios? O No
17. {Con que animales O No convive con otros O Gatos
convive su mascota animales O Gallinas o Gallos
directamente? O Bovinos O Conejos

O Perros de otros establos/ O  Otros

Perros sin duefio (ferales)

18. {Sumascota tieneun | O Si
area especial para dormir | O No
(cama/albergue)?
19. (Dénde esta O Dentro de la casa O Cercano a las becerreras
ubicado? O Cercano a los corrales Otro
20. (Usted alimentaasu | O Si
mascota? O No
21. ;Con qué frecuencia | O Tienen comida todo el O Una vezal dia
alimenta a su mascota? tiempo O Otro

O Dos o mas veces al dia
22. ;Qué tipo de O Croquetas o latas O Alimento casero
alimento le da a sus O Sobras de comida O Otro
mascotas?
23. jAlimenta o ha O Si
alimentado a sumascota | O No
con leche bronca o sin
hervir?
24. (En qué etapa de la O Cachorro/ gatito (primer O Durante la vejez
vida de su mascota esta afio de vida) O Durante toda su vida
fue alimentada con leche | O Durante la gestacion O Otra
bronca?
25. ;Con qué frecuencia | O Cada vez que se ordefia O Una vez a la semana
le da/daba leche bronca | O Una vez al dia O Ocasionalmente
a sus mascotas?
26. (Su mascota tiene O Si
plato de agua especifico | O No

para el?
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27.(Qué tipo de aguale | O De toma directa de agua (Alguna llave)
proporciona a su O De pozo
mascota? O No le proporciona agua/La toma de donde la encuentra
O Latoma de los bebederos del ganado
Otro
28. ¢(Ha visto a su O Charcas y asentamientos de agua en botes o frascos
mascota tomar agua de O De los bebederos del ganado
alguno de los siguientes Otro
lugares con frecuencia?
29. (Ha notado si su O Depresion O Diarrea
mascota ha presentado O Pérdida del apetito O Diarrea con sangre
recientemente o O Pérdida de peso O Distension del abdomen
actualmente presenta O Tos O Mucha sed
alguno de los siguientes | O Dificultad para respirar O Orina mucho
signos? O Moco nasal O Orina con sangre
O Otro
30. Considera a su O Si
mascota un miembro O No
mas de su familia
31. ;Ha observado a su O Si
mascota consumir restos | O No
de otros animales?
(placentas, fetos, ratas.
etc.)
OBSERVACIONES
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