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RESUMEN

FLORES ROJAS CLAUDIA. Deteccibén de anticuerpos contra
Leptospira spp en perros inmunizados con cuatro bacterinas
comerciales, mediante la prueba de aglutinacién microscd-
pica. ( bajo la direccidn de: Alejandro de la Pefia Mocte-
zuma y Graciela Tapia Pérez.)

Con el objetivo de detectar la respuesta inmunolégica dada
por 4 bacterinas contra leptospirosis se colectaron 3 mues
tras de suero de 5! cachorros: una el dia de la primera in
munizacién, otra a los 15 dfas durante la segunda inmuniza
cidén y la tercera .3 dias después. Los animales cuyas edades
fluctuaron alrededor de las 8 semanas fueron divididos en

5 grupos de 3 camadas cada uno sin importar raza, ni sexo:
4 grupos fueron inmunizados con las bacterinas y un grupo
fue el grupo control inoculindolo con 1 ml de agua destila-
da. Las muestras de sueroc fueron examinadas con :a prueba
de aglutinacidén microscdpica para detectar anticuerpos a-
glutinantes contra 10 serovariedades de L. interrogans y
los resultados fueron analizados mediante el estudio esta-
distico de Friedman el cual muestra que la respuesta sero-
1égica en todas las camadas después de ser inmunizadas es
mayor que cuando no se habia hecho y aumenta después de re-
forzar la primera inmunizacién.



INTRODUCCION

Las enfermedades zoondticas de los animales domésticos
de las zonas urbanas son de primordial interés en Salud P{i-
blica, siendo una de la principales la Leptospirosis. (6}

En México, entre los animales domésticos, los perros
constituyen el grupo mis comprometido en la transmisidn del
agente etioldgico debido a que pueden comportarse como por-
tadores asintomiticos por tiempo prolengado una vez que han
superado la infeccidn aguda y sin duda por ser la especie
que tiene mayor relacién con el hombre. (2){6)(7)(8)

La leptospirosis es una enfermedad infecto-contagiosa
que afecta principalmente a mamiferos tanto domésticos como
silvestres y al hombre causando lesiones desde moderadas
hasta graves principalmente en higado y rifiones pudiendo
causar la muerte. (10)

Su transmisién puede ser por contacto directo con 1la
orina u otras excreciones de animales enfermos, por transmji
sidén venérea o placentaria o por ingestidn de carne contami
nada. (10)

Su transmisidén indirecta se da por 1la exposiciéh de ani

males susceptibles al agua o alimentos contaminados. De a-
cuerdo a estudios realizados en 1980, las ratas Rattus

rattus y Rattus norueqicUs constituyen una importante fuen-
te de infeccidén ya que aproximadamente BO% de ellas elimi-

nan las leptospiras por 1la orina sin sufrir de enfermedad,
contaminando agua y alimentos. (5)(8)

Asimismo hay que considerar los factores ecoldgicos que
pueden desencadenar la enfermedad, tales como la existencia
de corrientes lentas de agua y aguas estancadas contaminadas,
por las deyecciones de los animales portadores de leptospira,



épocas del afio con frecuentes lluvias y con alto nivel de hu-
medad, temperatura entre 0 y 25 C asi como la presencia de
reservorios en explotaciones ganaderas y la convivencia con
animales portadores silvestres o domésticos. (4)(10)(12)

Leptospira spp es una espirogueta flexible y filamen-
tosa que mide 0.1 ﬁ de didmetro por 6- 12]4 de longitud, se i-
dentifica ficilmente por su carvacteristico gancho en uno e en
ambos extremos. Son microorganismos pardsitos y sapréfitos,
son aarobios obligados y cuando son cultivados en un medio a-
‘decuado a 30 C, se replican en un lapso de 7 a 12 horas. Su-
envoltura externa se compone de un antigeno mucopéptido de
estructura similar a la de las bacterias Gram negativas, de-~
bido a su pequefio didmetro, sb6io se pueden observar en micros
copio de campo oscuro o tefiidas con Giemsa o tinciones argén-
ticas. El microorganismo atraviesa las mucosas multiplicindo-
se rdpidamente en sangre llegando a colonizar drganos paren-—
quimatosos principalmente rifiones e higado. (10)(11)(14)(16)
(17)

En los perros se produce enfermedad aguda caracterizada
por una leptospiremia masiva y muerte. La presentacién sub-
aguda se caracteriza por fiebre, anorexia, vomito, deshidra-
tacidén, diarrea hemorrigica, depresién, hipotermia y muerte.
La presentacidn crénica causa oliguria o anuria, polidipsia,
ictericia, insuficiencia renal y hepatitis crdnica. (1)(10)
(14)(19)(21)

Para la prevencidén de 1a leptospirosis canina se sugie-~
re una inmunizacién aplicada en la cuarta semana de vida del
cachorro y repitiendo l1a inmunizacién dos semanas después con
el fin de alcanzar niveles altos de anticuerpos antileptos-
piras. La inmunizacidn debe reforzarse semestralmente a fin



de estimular una adecuada respuesta anamnésica ademds de
précticas bidsicas de higiene y control de fauna nociva.(2)
(10)(14)(20)(22)

Las bacterinas que existen en el mercado especificas pa-
ra perros contienen L. icterohaemorrhagiae y L. canicola,

sin embargo es necesario considerar el hecho de que otras se
rovariedades pueden causar la enfermedad en los perros, Flo-
res (9) encontrd como principal serovariedad pomona: Palacios
(18) reportdé a canicola como principal serovariedad detecta-
da en su muestreo; Butrén (3) encontrd gque las serovarieda-
des mis importantes en per:os son australis, tarassovi,

ballum, hebdomadis, autumnalis y pomona y con menor frecuen
cia se presentaron serovariedades que tradicionalmente han

sido consideradas como las mAs comunmente asociadas en pe=-
rros: icteroahemorrhagiae y canicola.

La leptospirosis es una enfermedad cuyo diagnéstico sb-
lo se puede establecer con certeza basandose en observacio-
nes tanto clinicas como de laboratorio: signologia, observa-~
cidén micrsscépica, pruebas seroldgicas y aislamiento en me-
dios de cultivo artificiales. Los métodos seroldgicos son
utilizados ampliamente y en ellos pueden incluirse la
prueba de hemoaglutinacidén, prueba de inmunoelectroforesis,
fijacién de complemento y otras destacando entre ellas la de
aglutinacidén microscépica como las mds comunmente utilizada.
(10)(16)

En la prueba de aglutinacidén microscdépica la interpre-
tacién de reacciones positivas indica en la mayoria de los
casos (nicamente que el individuo ha estado anteriormente
en contacto con el microorganismo; pero no distingue entre
los anticuerpos vacunales de aquellos debidos a infeccién
activa. (13)

De acuerdo a estudios realizados por Hartman (13), se
encontrd que la IgM es la primera en ser detectada después



de un estimulo antigénico y la IgG es detectada mis tarde
después de ese estimulo. (13)

En la actualidad en México, la prueba de aglutinacién
microscdpica es la utilizada rutinariamente para emitir un
diagndéstico serolégica de leptospirosis.



HIPOTESIS

La respuesta seroldgica que se presenta en cachorros in-
munizados con cuatro bacterinas comerciales contra leptospi-
rosis es diferente.

OBJETIVO

Detectar con una prueba de aglutinacidén microscdpica 1ia
respuesta seroldgica dada por cuatro bacterinas contra lep-
tospirosis existentes en el mercado de México.



MATERIAL Y METODOS

PERROS:

Se utilizaron perros provenientes de 15 camadas que
fueron distribuidas aleatoriamente en 5 grupos de 3 camadas
cada uno, con un promedio de 3 cachorros por camada, a los
cuales se les aplicaron los 4 tratamientos y uno de ellos
fue el grupo control. Los perros tenfan ocho semanas de e-
dad, de ambos sexos, de raza criolla que fueron mantenidos
bajo las mismas condiciones nutricionales y medio ambienta-
les. Los cachorros antes de ser sometidos a cualquier prueba
fueron desparasitados con antihelminticos de amplio espectro
y mediante un andlisis coproparasitoscépico se comprobd su
estado como libres de vermes gastrointestinales.

BIOLOGICOS:

Se utilizaron cuatro biolégicos diferentes elegidos al
azar en forma aleatoria gue representan el 50% de los dispo-
nibles en el mercado contra leptospirosis. Los biolégicos
presentan diferentes serovariedades de leptospiras y diferen
tes caractarfsticas que a continuacién se mencionan:

GRUPO A: Es-una vacuna polivalente en presentacidn .1i-
quida que incluye parvovirus, adenovirus.tipo 2, para-
influenza, distemper, hepatitis y leptospirosis en una
dosis de 1 ml.

GRUOPO B: Es una vacuna gque proteje contra distemper, he-
patitis, L. canicola y L. icterohaemorrhagiae, en una
dosis de 1 ml, en presentacién l{quida.




GRUPO C: Es una vacuna que proteje contra distemper,
hepatitis, L. icterohaemorrhagiae y L. canicola, en

una dosis de 1 ml.

GRUPO D3 Es una bacterina polivalente que proteje con-
tra L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. pomona,

L. gryppotyphosa., L. hardio en presentacidn lfquida,
en dosis de 1 ml.

GRUPO CONTROL: Este grupo fue sometido al mismo manejo
de los grupos anteriores, pero con la diferencia de que
se les aplicd ! ml de agua destilada estéril por 1la
misma via, en lugar de ser inmunizados.

VACUNACION:

Se vacund a cada cachorro con una dosis de 1 ml del in-
munégeno a probar, por via subcutinea y se colectd una mues-
tra de sangre de 2 ml el mismo dia.

A los 15 dias se aplicd nuevamente el mismo inmundgenco
y se colectd una tercera muestra de suero.

Finalmente a las 72 horas después de la segunda inmuni-

zacidén se colectd una tercera muestra de suero.

De las muestras de sangre se obtuvo el suero, se prepa-
ré una dilucién 1:10 con solucién salina fisioldgica y se
conservd en congelacién a ~20 C hasta el desarrollo de la
prueba de aglutinacién microscépica. La aglutinacidén micros-
cbépica fue desarrollada segin la técnica descrita por Myers,
(16), en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, en
el Departamento de Bacteriologf{a, utilizando las siguientes



serovariedades de L. interrogans:

L. canicola, hond Utrecht

L. icterohaemorrhagiae, RGA
L. grippotyphosa, Moaskva V.
L. pomona, Pomona

L. hardjo, Hardjoprajitno

L. australis, Ballico

L. ballum, Castelloni 3

L. hebdomadis, Hebdomadis

L. tarassovi, Perepelicin

L. szwajizac, Iowa.

proporcionadas por el Centro Panamericano de Zoonosis OPS/
OMS de Buenos Aires, Argentina.

Las serovariedades se eligieron con base en:
I.- Las 5 serovariedades inclufdas en las bacterinas bajo es

tudjo: L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. pomona, L.
hardjo, y L. grippotyphosa.

II.- Los estudios realizados por Butrén (3) en el D.F. en
1991, en donde se encontrd que las 4 serovariedades mas fre-
cuentes en los perros estudiados fueron: L. australis, L.
tarassovi, L. ballum vy L. hebdomadis.

III.- Un aislamiento obtenido por Pefia* en 1991 de un caso
de leptospirosis en un perro l.eimaraner de la zona sur del
i D.F. Yy que corresponde seroldgicamente con L. szwajizac.

* M.V.Z. Alejandro de la Pefia Moctezuma. COMUNICACION PERSONAL.
1991.
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La evaluacién de las respuestas se hizo considerando la
presencia de anticuerpos aglutinantes desda la dilucidm 1:20,
buscando incrementos en la segunda inmunizacidn.

ANALISIS ESTADISTICO:

Para analizar los datos se utilizdé uan prueba de Fried-
man, para determinar si existe diferencia entre las tomas
de muestra de sangre.



RESULTADOS

La respuesta serolbégica por individuo, as{ como sus ti-
tulos de anticuerpos son reportados en el cuadrno no. 1.

EVALUACION DE TODAS LAS CAMADAS:

En la primera coleccidn de suero, dei 100% (51) de los
perros muestreados, solamente el 25%{13) presentaron titulos
de anticuerpos antileptospiras con tftulos entre 1:20 y
1:160. Los titulos més altos se presentaron en las serovarie
dades L. icterchaemorrhagiae L. pomona con titulos de
1:160.

En la segunda coleccidn, el 47.05% (24) presentaron ti-
tulos de anticuerpos antileptospiras con titulos entre 1:20
y 1:320 siendo las serovariedades con tftulos mds altos_L.
icterchaemorrhagiae con 1:320 y L. hardjo con 1:160.

En la tercera.coleccidén de suero, el 72.54%(37) de
ellos presentaron anticuerpos antileptospiras con titulos en-
tre 1:20 y 1:320. Los titulos mids altos se presentaron en

las serovariedades L. icterohaemorrhagiae con 1:320 y_L.
australis, L. canicola y L. hebdomadis con 1:160.

La evaluacién por camadas se puede ver en el cuadro no.
1.

EVALUACION POR_GRUPOS:

Grupo A:
En la primera coleccién de suero solamente 30% (3) de
los individuos presentaron respuesta seroldgica atribuible a



inmunidad pasiva o a algfin contacto previo con el antigeno
ya que en esta etapa no habfan sido inmunizados.

La segunda coleccién presenta al 60%(6) de los individuos
con respuesta seroldégica, de estos, s6lo un individuo presen-
td titulos contra L. canicola de 1:20 que corresponde con una
de las serovariedades incluidas en la bacterina con la que
fue inmunizado este grupo.

. En la tercera coleccidn B0%(8) de los individuos presen-
taron respuesta seroldégica, de las cuales 2 presentan titu-
los contra L. canicola de 1:20.

Grupo B:

En la primera coleccién de suero 63.6%(7) de los indivi-
duos presentd respuesta seroldgica atribuida a inmunidad pa-
siva.

La segunda coleccidn presentaron el 72.72%(8) de los in-
dividuos respuesta seroldgica, en la cual 4 individuos res-
pondieron contra L. canicola con un tfitulo midximo de 1:40 y
3 individuos respondieron a L. icterohaemorrhagiae con titu-
lo midximo de 1:320.

En la tercera coleccidn se presentaron el 90.9%(10) de
1os individuos con respuesta serolbégica, S de ellos presenta-
ron respuesta contra L. canicola con un titulo miximo de
1:160 y 3 indivuidos contra L. icterchaemorrhagiae con titu-
1o miximo de 1:80.

Grupo C:

En la primera colecciédn de suero el 30%{3) de los indi-
viduos presentaron respuesta seroldgica atribuible a inmuni-
dad pasiva.



La segunda coleccidén presenta el 50%(5) de los indivi-
duos con respuesta seroldgica y de estos ninguno presentd
anticuerpos contra L. canicola y L. icterohaemorrhagiae.

En la tercera coleccién se presentaron el BO%(8) de los
individuos con respuesta seroldgica, 2 de ellos presentaron
respuesta a L. canicola con un tftulo maximo de 1:20 y 2 in-
dividuos contra L. icterohaemorrhagiae con titulo miximo de
1:320.

Gru D=

En la primera coleccidn de suero no se presentd respues
ta seroldgica en todos los individuos, posiblemente por una
inmunidad pasiva baja.

La segunda coleccidn presentd 54.5%(6) con resuesta se-
roldégica, uno de ellos presentd respuesta a L. canicola con
un titulo de 1:40, un individuos con respuesta a L.
grippotyphosa con un tftulo de 1:20, otro de ellos respondid
a L. hardjo con un titulo de 1:20 y por {iltimo otro respon-~
dié a L. icterohaemorrhagiae con un titulo de 1:40.

En la tercera coleccién se presentd el 90.9%(10) con
respuesta seroldgica, 3 individuos presentaron respuesta a
L. canicola con un tftulo midximo de 1;40, un individuo res-
pondid a L. grippotyphosa con un titulo de 1:20, 3 indivi-
duos respondieron a L. hardjo con un titulo miximo de 1:20,
ninguno de los individuos respondieron a L. icterohaemorrha-
giae y 3 individuos respondieron a L. _pomona con un tf{tulo
miximo de 1:40.




Grupo Control:

Este grupo en ninguna de las colecciones se detectaron
respuestas seroldgicas.

ANALISIS ESTADISTICC:

De acuerdo al andlisis estadistico no paramétrico de
Friedman, con las camadas como bloque, Se encontraron dife-
rencias significativas ( P £ 0.05) entre los distintos
muestreos.



DISCUSION

La respuesta seroldgica que presentan todas las cama-
das en la coleccidén nfimero uno puede ser atribuida a inmuni-
dad pasiva o como respuesta al medio ambiente. En algunos
individuos como Romy y Negro ( cuadro no. 1}, alcanzan ti-
tulos tan altos como 1:160, sin manifestacién de signolo-
gfa ciinica alguna, estos titulos fueron perdiéndose confor
me avanzd el tiempo, sin advertirse un incremento a pesar
de la inmunizacidn.

La respuesta seroldgica que se presenta en todas 1las
camadas después de ser inmunizados es mayor que cuando no
se habfa hecho y aumenta después de reforzar la primera in-
munizacién, sin embargo las respuestas son inconstantes y
variables entre algunos individuos. (Grificas 1,2 y 3)

Lag diferencias significativas obtenidas del an&lisis
estadfstico ( PL0.05) indican que se obtiene mayor respueg
ta después de las vacunaciones. (Grificas 1.2 y 3)

Existe un aumento en la respuesta serolégica por cama-
da después de las inmunizaciones, pero no necesariamente de-
bido a éstas, esto se pone de manifiesto al observar que al
gunos individuos muestran titulos de anticuerpos contra o-
tras serovariedades no incluidas en las bacterinas utiliza-
das como inmunégenos. ( Cuadro no. 1)

No es posible la evaluacién de la respuesta serolédgica
de manera individual, salvo en algunos casos como Gipsi,
que en la primera coleccidén de muestra presenta respuesta
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negativa a L. canicola, en la segunda coleccidén logra un
titulo de 1:40 y en la tercera coleccidn alcanza un titulo
de 1:160. ( Cuadro no. 1)

Es importante recalcar que la aglutinacién microscéd-
pica no es una prueba para evaluar la proteccidén inmunolé-
gica, para lo gue son necesarias pruebas de desaffo en la-
boratorio, pero se es una prueba que evaluia la respuesta

seroldgica dada en un individuo que ha tenido contacto con
el antigeno.



CONCLUOSION

La respuesta seroldgica que se presenta en los cacho-
rros inmunizados con cuatro bacterinas comerciales contra
leptospirosis es diferente. (Cuadro no. 3)

Debido a que las respuestas seroldgicas que presenta-
ron todos los perros de manera individual son variables e
inconstantes es recomendable inmunizar a los cachorros a
la cuarta semana de edad, repitiendo la inmunizacién dos
semanas despuéds y una tercera inmunizacidén quince dias més
tarde. Ademds se observdé que las bacterinas dobles existen-
tes en el mercado no protejen contra las serovariedades de
L. interrodans mids comunmente detectadas, por lo que es ne-
cesario gque se elaboren bioldgicos polivalentes para incre-
mentar proteccién sin descartar la posibilidad del uso de
bacterinas con adyuvantes con el fin de alcanzar niveles
mis altos de anticuerpos.
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AD= australis. BA=ballum, =canicola, GR=grippotyphosa,
HA=hardjo,HE=hebdomadis, IC=icterohaemorrhagiae,P@=pomona,
SW= szwajizac,.TA= tarassovi.
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CUADRO

2

EVALUACION PGR CAMADAS

Porcentaje de perros con respuesta positiva a las diferen
tes serovariedades elegidas.

SERQVARIEDADES COLECCION 1 COLECCION 2 COLECCION 3
Australis 5.8% 5.8% 9.8%
Ballum 1.9% 15.6% 17.6%
Canicola 7.8% 11.7% 23.5%
Grippotyphosa 3.9% 3.9% 15.6%
Hardjo 3.9% 11.7% 17.6%
Hebdomadis 0.0% 0.0% 0.0%
Icterchaemorrhagiae 1.9% 7.8% g.8%
Pomona 3.9% 5.8% 23.5%
Swajizac 5.8% 11.7% 19.56%
Tarassovi 10.0% 1.9% 1.9%
TOTALES 25.0% 47.0% 72.5%



CUAMDRGC 3

EVALUACION DE LAS BACTERINAS

Nimero de perros con respuesta seroldgica positiva a las
diferentes serovariedades eleqidas.

NUMERO D E RESPUESTAS
SERQVARIEDADES _GRUPO_A GRUPO_B GRUPD C  GRUPO D,
Australis 4 2 0 5
Ballum 4 5 7 2
Canicola 3 11 4 4
Grippotyphosa 6 4 0 2
Hardjo 5 8 Q 4
Hebdomadis a [¢] 0 [+]
Icterchaemorrha-~
gtiae 0 7 2 1
Pomona 4 4 6 3
Swajizac 2 8 4 5
Tarassovi g 1} 1 1

TOTALES 28 49 R YRR Y |
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GRAFTICA 1
RESPUESTA SEROLOGICA. COLECCION 1

Respuesta seroldgica de todas las camadas antes de la
inmunizacidn

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

CAMADAS
Respuesta serolo ica-de las camadas 15 dfas después de
GRA % COLECCION 2 l1a primera ipmunizacién.

T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

CAMAMDAS



GRAFICA 3
COLECCION 3

RESPUESTA

Respuesta serolégica de teodas las camadas 72 horas después
de la segunda inmunizacidn.
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