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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la serofrecuencia de anticuerpos anti-L.
interrogans en perros de tres municipios del estado de Guanajuato. La leptospirosis en
una infeccion causada por bacterias del género y especie Leptospira interrogans, la
cual es de caracter zoonotico y de distribucién mundial. En México, la leptospirosis es
importante por su impacto negativo en la salud publica y pecuaria, especialmente en
términos econdmicos. Aunque los perros se consideran huéspedes de mantenimiento
para el serotipo L. interrogans serovar canicola, se ha observado que éstos pueden se
incidentales para otros serovares. Se seleccionaron 297 muestras de sueros de perros
sin importar el sexo, la raza, la edad, la talla o el lugar de residencia. Las muestras se
obtuvieron a través de clinicas veterinarias particulares, por la participacion de
propietarios y mascotas en la campafa de vacunacion antirrabica y por la donacién de
muestras de los perros capturados en via publica y remitidos al Centro de Control
Canino de lIrapuato (CANI). El diagnéstico serologico de L. interrogans se realizd
empleando la técnica de microaglutinacion, la cual se realiz6 en el Laboratorio de
Leptospirosis de la Universidad Auténoma Metropolitana, Campus Xochimilco. Se
utilizd un cepario de L. interrogans con 14 serovariedades: autumnalis, batavie,
bratislava, canicola, portland vere (cepa Sinaloa), celledoni, grippotyphosa, hardjo,
icterohaemorrhagiae, icterohaemorrhagiae (cepa Palo Alto), pomona, pyrogenes,
tarassovi y wolffi. Los resultados mostraron una frecuencia del 21% (62/297). Las
serovariedades identificadas mas frecuentes fueron: portland vere (cepa Sinaloa) y
canicola, seguidas por icterohaemorrhagiae, bratislava, hardjo, wolffi pomona,
tarassovi y grippotyphosa. Los resultados de este estudio indican que la leptospirosis
esta presente en los perros de los municipios seleccionados del estado de Guanajuato
y que L. interrogans se ha adaptado y persiste en el ambiente y reservorios diversos
bajo las condiciones ambientales y climaticas de la region de estudio. La frecuencia
registrada en los perros puede figurar como un indicador de la alta presion infecciosa
en el ambiente y dar una idea del riesgo potencial como zoonosis para la poblacion.
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1 INTRODUCCION

La leptospirosis en una infeccidén con cualquiera de los miembros de la especie
Leptospira interrogans, la cual es de caracter zoondtico y de distribucién mundial (OIE,
2014). Las Leptospiras son bacterias en forma de espiral y se reconocen mas de 250

diferentes serovares de leptospiras patégenas (Sykes, 2014).

En México, la leptospirosis es significativa por su impacto negativo en la salud publica
y pecuaria, especialmente en términos econdmicos (Torres-Castro et al., 2016). Los
roedores y otras especies silvestres son sus reservorios principales (Garcia-Gonzalez
et al., 2013). Aunque los perros se consideran huéspedes de mantenimiento para el
serotipo L. canicola, y hospederos incidentales para otros serovares lo que los hace

una posible fuente de infeccion para los duefios de mascotas (Moore et al., 2006).

En los humanos, puede causar una amplia gama de sintomas, durante el embarazo
puede provocar la muerte fetal, aborto o leptospirosis congénita (WHO, 2003). Sin
tratamiento, la leptospirosis puede ocasionar dafio renal, meningitis, insuficiencia

hepatica, dificultad respiratoria e incluso la muerte (CDC, 2015).

El reconocimiento clinico de la leptospirosis canina no es factible de realizar, dado que
las Leptospiras pueden afectar diferentes sistemas organicos, resultando en una
extensa variedad de presentaciones clinicas, la mayor parte de las cuales son

cronicas, subclinicas y sin signologia especial (Silva y Riedemannb, 2007).

La determinacidén de leptospirosis comprende el diagndstico clinico, bacteriolégico,
serologico y molecular (Cuevas, 2010). Pero éstas no siempre estan disponibles,
especialmente en los paises en desarrollo. Por estas razones, la leptospirosis se pasa

por alto y no se reporta en muchas areas del mundo (WHO, 2003).

En el estado de Guanajuato solo se cuenta con un estudio de prevalencia de la especie

L. interrogans, que abarca unicamente la ciudad de Irapuato (Andrade, 2015). Por lo



anterior, el objetivo del presente estudio es evaluar la serofrecuencia de anticuerpos

anti-L. interrogans en perros de municipios del estado de Guanajuato.



2 ANTECEDENTES

2.1 Leptospirosis y agente etiolégico

La leptospirosis fue descrita por primera vez en 1886 por el médico aleman Adolf Weil

en trabajadores agricolas alemanes (Cerqueira y Picardeu, 2009).

La infeccion con cualquiera de los miembros de la especie Leptospira interrogans
produce la enfermedad llamada leptospirosis, la cual es una zoonosis de distribucion
mundial (OIE, 2014). Las Leptospiras son bacterias delgadas, flexibles, moviles, en
forma de espiral que tienen un extremo en forma de gancho (Sykes, 2014).
Pertenecientes al género Leptospira y clasificadas serolégicamente en dos especies;
La primera patdgena Leptospira interrogans y la segunda sapréfita Leptospira biflexa
(Yitzhaki et al., 2004).

Dentro del género Leptospira, se reconocen mas de 260 diferentes serovares de
Leptospiras patogenas, que se distinguen por las diferencias en sus antigenos (Sykes,
2014). De acuerdo con sus caracteristicas seroldgicas, las Leptospiras se clasifican en
serogrupos constituidos por serovares (Garcia-Gonzalez et al., 2013) (Cuadro 1). Si
bien los primeros no tienen una posicion taxonémica, han demostrado ser utiles para
la comprension epidemiologica (Levett, 2001). La Leptospira también puede ser
clasificada genéticamente basandose en las técnicas de homologia de ADN (acido

desoxirribonucleico) en al menos 19 especies (Chirathaworn et al., 2014).

2.2 Reservorios

Las ratas, ratones y otras especies de animales silvestres se comportan como
reservorios primarios de la mayoria de los serovares de Leptospiras, eliminando
grandes cantidades de bacterias en la orina (Gualtieri et al., 2012), ya que el punto de
acumulacién de L. interrogans en sus hospederos naturales es el lumen de los tubulos
nefriticos por donde pasa a la orina (Garcia-Gonzalez et al., 2013). Los reservorios

naturales especificos varian con la serovariedad y la regién geografica (CFSPH, 2005).



Los perros se consideran huéspedes de mantenimiento para el serotipo L. canicola, y
hospederos incidentales para otros serovares, lo que los hace una posible fuente de
infeccion para los duefios de mascotas (Moore et al., 2006). Tanto los perros como los
gatos pueden desarrollar leptospirosis, pero los gatos parecen ser relativamente
resistentes al desarrollo de la enfermedad clinica. Como resultado, la leptospirosis se

describe de forma poco comun en gatos (Sykes, 2014).

Es mas probable que la enfermedad en los reservorios naturales sea subclinica, leve
o cronica. Los reservorios naturales incluyen: ratas (serogrupos icterohaemorrhagiae
y ballum; ratones (serogrupo: ballum); bovinos (serovariedades: hardjo, grippotyphosa
y pomona); ovejas (serovariedades: hardjo y pomona); cerdos (serovariedades:
pomona, tarassovi y bratislava) y perros (serovariedades: canicola y bataviae)
(Spickler et al., 2013).

Cuadro 1. Serogrupos y serovares asociados de Leptospira interrogans.

Serogrupos Serovar (es) Serogrupos Serovar (es)
e [cterohaemorrhagiae o Autumnalis
Icterohaemorrhagiae ° Cop enhageni Autumnalis * anfbragg
o lai e Bim
o Zimbabwe e Weerasinghe
: Tjggomad/s e Grippotyphosa
Hebdomaidis Grippotyphosa e Canalzonae
e Kremastos e  Ratnapura
o Wolffi P
o Australis .
e Bratislava * Sejroe
Australis Sejroe e Saxkoebing
e lora )
e Hardjo
e Pomona
Ballum *  Ballum Mini  Mini
e Aeroborea e (Georgia
e Panama . e louisiana
Panama Louisiana
e Mangus e lanka
Djasiman e Djasiman Sarmin e Sarmin
Bataviae e Bataviae Tarassovi e Tarassovi
Pyrogenes e  Pyrogenes Cynopteri e Cynopteri
Canicola * Canicola Celledoni e Celledoni
e Portland-vere
Pomona e Pomona Ranarum e Ranarum
Javanica e Javanica Manhao e Manhao
Hurstbridge e Hurstbridge Shermani e Shermani

(Adaptado de Levett, 2001)
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2.3 Transmision

El portal de entrada habitual es a través de abrasiones, cortes en la piel, por mucosas
de nasofaringe y eséfago, asi como por los ojos e inmediatamente generan una
infeccion sistémica, debido a su paso a través de los tejidos y por via hematica (Garcia-
Gonzalez et al., 2013). Esta infeccion también puede tener lugar a través de la piel

intacta después de una inmersion prolongada en agua (Levett, 2001).

2.4 Métodos de identificacion de L. interrogans

La determinacion de leptospirosis comprende el diagndstico clinico, bacteriologico,
serologico y molecular (Cuevas, 2010). Pero éstas no siempre estan disponibles,
especialmente en los paises en desarrollo. Por estas razones, la leptospirosis se pasa

por alto y no se reporta en muchas areas del mundo (WHO, 2003).

2.4.1 Técnicas bacteriologicas o directas

Los estudios bacteriolégicos identifican al microorganismo por métodos directos,
mediante la observacion en microscopio de campo oscuro, coloraciones argenticas,
aislamiento del agente en cultivos especiales e inoculacion en animales de laboratorio
(Cuevas, 2010).

2.4.2 Técnicas serologicas

Estas técnicas superan en rapidez, sencillez y bajo costo al cultivo, asi como a otras
técnicas bacterioldgicas y moleculares, por lo que el diagndstico serolégico cobra vital

importancia en esta entidad (Pérez- Elias et al., 2015).

La prueba de aglutinacién microscépica (MAT) se considera como prueba de
referencia para la deteccion de anticuerpos anti-Leptospira. Esta prueba también
conocida como “Martinant Pettit” fue desarrollada en el siglo pasado en el Instituto
Pasteur. Se fundamenta en el grado de aglutinacion que se observa al exponer cultivos
vivos de Leptospiras con el suero de los animales a analizar, mediante la observacién

en un microscopio de campo oscuro. Para el desarrollo de la prueba de aglutinacién

5



microscopica es necesario contar y dar mantenimiento a una coleccion de cepas vivas

de L. interrogans a utilizar como antigenos (Picardeau, 2013, Godinez, 2013).

Por otro lado, las técnicas de inmunofluorescencia indirecta y el ensayo de
inmunoabsorcidn ligado a enzimas (ELISA) se han utilizado para el diagnostico de
varias enfermedades incluida la leptospirosis en diferentes especies (Jiménez-Coello
et al., 2008). Aunque estas requieren la técnica MAT para confirmar el diagnostico
(Chirathaworn et al., 2014).

2.4.3 Técnicas moleculares

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es un método altamente sensible usado
para el diagnostico rapido de la infeccidon, que muestra ventajas sustanciales sobre
otros métodos porque permite la lectura inmediata de los resultados, pero a pesar de
las ventajas que ofrecen estas técnicas, aun no estan disponibles para uso rutinario

por su elevado costo tanto en equipos como en reactivos (Pérez- Elias et al., 2015).

2.5 Vacunacién y control

La prevencion de la enfermedad se realiza inmunizando mediante la aplicacion de una
bacterina inactivada, que contiene generalmente dos serovariedades: L. canicolay L.
icterohaemorrhagiae (André-Fontain, 2006, OIE, 2014) (Cuadro 2).

En México, se tienen disponibles alrededor de 24 productos biolégicos para la
prevencion de la leptospirosis, manufacturados por 8 laboratorios comerciales, donde
23 de estos productos estan en combinacion con agentes virales modificados o
inactivados, de los cuales 16 contienen dos serovares: L. canicola, L.
icterohaemorrhagiae, y entre otros ocho que contienen entre cuatro y seis serovares

como: L. tarassovi, L. grippotyphosa, L. pomona, L. bratislava y L. wolffi (Cuadro 2).



Cuadro 2. Vacunas contra Leptospira interrogans para perros y gatos disponibles en México.

Numero de

Laboratorio Nombre comercial S Serovares
erovares
Chinoin ADENOVAC 6 canicola, icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, pomona, tarassovi, wolffi
VACUGENS®G L 6 canicola, icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, pomona, tarassovi, wolffi
Norvet PEEK' N LEPTO 6 canicola, icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, pomona, tarassovi, wolffi
PEEK’ N-5 6 canicola, icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, pomona, tarassovi, wolffi
Lapisa PROVIDEAN VIRATEC 10 CV 4L 4 canicola, icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, Pomona
VANGUARD L4 4 canicola, icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, Pomona
VANGUARD PLUS 5/L4/CV 4 canicola, icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, Pomona
Zoetis DHPPI L4R 4 canicola, icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, Bratislava
VANGUARD DA2L 2 canicola, icterohaemorrhagiae
VANGUARD PLUS 5/CV-L 2 canicola, icterohaemorrhagiae
VANGUARD PLUS 5/L 2 canicola, icterohaemorrhagiae
NOBIVAC L 2 canicola, icterohaemorrhagiae
MSD NOBIVAC RL 2 canicola, icterohaemorrhagiae
QUANTUM DOG PUPPY DA2PPVL 2 canicola, icterohaemorrhagiae
QUANTUM DOG DA2PPVL+CV 2 canicola, icterohaemorrhagiae
CANIGEN MHA2L TRIPLE 2 canicola, icterohaemorrhagiae
Virbac CANIGEN MHA2P/L 2 canicola, icterohaemorrhagiae
CANIGEN MHA2PPI/L 2 canicola, icterohaemorrhagiae
CANIGEN MHAZ2PPI/LR 2 canicola, icterohaemorrhagiae
Biozoo INMUNOVAX 5 2 canicola, icterohaemorrhagiae
VACUNA TRIPLE CANINA 2 canicola, icterohaemorrhagiae
RECOMBITEK C6 2 canicola, icterohaemorrhagiae
Merial RECOMBITEK C6/CV 2 canicola, icterohaemorrhagiae
2

EURICAN DAPPI-LR

canicola, icterohaemorrhagiae




2.6 Epidemiologia

Los problemas de salud publica relacionados con la enfermedad de leptospirosis, esta
dado por el contacto directo o indirecto con la orina de animales infectados o por el
consumo de agua contaminada. Los individuos que viven o se localizan en zonas
rurales tienen un mayor riesgo de infectarse con esta bacteria debido a la interaccion
y contacto cercano con los animales infectados o portadores como lo son los roedores
(Jansen et al., 2005). Ademas, las condiciones climaticas (Senior, 2008), alto indice
de precipitacion pluvial e inundaciones (Abela-Rider et al., 2010), son elementos que

pueden determinar la diseminacion de la leptospirosis.

2.6.1 Situacion mundial

La leptospirosis humana y/o animal esta presente en todos los continentes
exceptuando la Antartida puesto que se presenta con mayor frecuencia en climas
tropicales o subtropicales (Torres-Castro et al., 2016). Ademas, su distribucion
geografica esta fuertemente relacionada con las condiciones ambientales y con el
grado de urbanizacion de la comunidades o ciudades. En el cuadro 3 se pueden
observar algunos estudios realizados en perros en distintas ciudades localizadas en
los diferentes continentes, resaltando una mayor frecuencia de informacién y de
prevalencias, en aquellos lugares tropicales y subtropicales como se ha mencionado

anteriormente.

2.6.2 Situacion nacional

En México, la leptospirosis es significativa por su impacto negativo en la salud publica
y pecuaria, especialmente en términos econdémicos (Torres-Castro et al., 2016). La
informacion epidemioldgica 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 (Luna et al., 2008) (Cuadro 4).



Cuadro 3. Estudios de prevalencia de Leptospira interrogans en perros domésticos en el mundo.

Zona n Procedencia Prevalencia Autor
(Situacion) (%)
Africa
Sudan 475 Hogar 40.8 Roqueplo et al. (2015).
Sudafrica 530 Hogar y calle 4.7 Gatley (2009).
América
Argentina 102 Hogar y calle 82.3 Rollan et al. (2018).
Colombia 154 Hogar 79.9 Romero et al. (2018).
Colombia 192 Hogar 36.4 Céspedes et al. (2018).
EUA 87.35 Investigacion 141 White et al. (2017).
Colombia 61 Semi domésticos 54.1 Arrieta-Benate et al. (2016).
Colombia 83 Hogar y calle 22.9 Romero-Vivas et al. (2013).
Chile 400 Calle 21.3 Tuemmers et al. (2013).
Colombia 70 Hogar 471 Alvares et al. (2011).
Venezuela 30 Calle 100 Medina et al. (2010).
Colombia 850 Hogar 21.4 Romero et al. (2010).
Colombia 51 Calle 29 Hernandez et al. (2009).
Colombia 100 Hogar 31 Romero-Pefiuela et al. (2009).
Peru 241 Hogar 27.8 Céspedes et al. (2007).
Colombia 197 Calle 411 Rodriguez et al. (2004).
Argentina 195 Hogar y calle 52 Adagio et al. (2000).
Argentina 223 Calle 57 Rubel et al. (1997).
Asia
Malasia 96 Reporte oficial 3.1 Lau et al. (2017).
Turquia 116 Calle 43.9 Aslantas et al. (2005).
Irak 218 Rurales y urbanos 16.9 Hussien et al. (2017).
Europa
Suiza 458 Hogar 55.7 Delaude et al. (2017).
Serbia 1045 Calle 54 Vojinovic et al. (2015).

Cuadro 4. Estudios de prevalencia de Leptospira interrogans en perros domésticos en México.

Zona n Procedencia Prevalencia (%) Autor (es):
Sinaloa 165 Hogar 9 Hernande(zz-olﬁ%ﬁlrez et al.
Yucatan 93 Hogar 45.2 Ortega-Pacheco et al. (2017).
CDMX (zona Sur) 117 Situacion de calle 28.2 Martinez-Barbosa et al. (2016).

142 Hogar ,

Campeche 181 Situacién de calle 21.3 Blum-Dominguez et al. (2013).
Veracruz 92  Situacién de albergue 8.6 Cruz-Romero et al. (2013).
Yucatan 400 Situacion de calle 35 Jiménez-Coello et al. (2008).
CDMX (zona norte) 132 Situacion de calle 38.5 Rivera et al. (1999).




2.6.3 Situacion estatal

En el estado de Guanajuato, solo se tiene el registro de un estudio en el que determino
la frecuencia de anticuerpos anti-Leptospira interrogans realizado en la ciudad de
Irapuato por Andrade (2015), donde se analizaron 36 muestras de suero de perros
adultos capturados en via publica del municipio, el 75% (27/36) resultaron positivas a
anticuerpos contra Leptospira interrogans. El serovar encontrado con mayor
frecuencia en su estudio fue L. canicola 40.7% (11/27) seguida de L. wolffi 29.6% (8/27)
y L. grippotyphosa 7.4% (2/27). En el resto del estado de Guanajuato no se presentan

otros estudios relacionados con la leptospirosis.
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta hace algunos afos, la leptospirosis era considerada una enfermedad poco
comun, pero en fechas recientes se han publicado una serie de estudios,
principalmente en regiones en desarrollo de todo el mundo como América Latina,
Africa central, Sudeste de Asia e India (Pappas et al., 2008; Vijayachari et al., 2008),

donde se considera la leptospirosis como enfermedad reemergente.

La leptospirosis como enfermedad zoondtica reemergente puede ser debatida, pero
no su caracter como problema de salud publica; dado que esta reconocido su potencial
epidémico con un impacto importante a la salud en diversas partes del mundo
(Schneider et al., 2013). En los humanos la leptospirosis ocurre por el contacto con
orina, secreciones y productos abortados de los animales infectados, e indirectamente
a través de agua y suelo contaminados (Romero et al., 2010), en donde los perros
actuan como un reservorio importante para que se presente el riesgo de infeccion en
humanos en areas urbanas (Rodriguez et al., 2004). La leptospirosis produce signos
clinicos similares a la enfermedad del dengue, lo cual resulta interesante debido a que,
de acuerdo con la Secretaria de Salud del Estado, en el 2017, se registraron 20,432
casos de dengue, de los cuales solo se confirmd el 18.7%. Ademas, de acuerdo con
los datos sefialados por Pappas et al. (2008), en México se ha estimado una incidencia
anual de 1:1°000,000 personas, quedando circunscrito la mayoria de los casos a la

regidn tropical y subtropical del estado de Veracruz, México (SSA, 2007).

En el caso de los perros domésticos, sigue siendo la especie preferida por el hombre
como mascota. Segun el INEGI (2018), el 57% de los hogares mexicanos cuenta con
un perro de mascota, mientras que otro numero importante vive en situaciéon de calle.
De acuerdo con datos sefalado por el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e
Informatica (2010), la poblacién canina en México se estimé de aproximadamente 18
millones, de los cuales el 70% corresponde a perros callejeros, colocando a México

como el pais con la mayor poblacion canina de América Latina.
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En la actualidad las fronteras se abren también a los animales de compafia, logrando
de esta manera también difundir las enfermedades de manera subclinica a otras
regiones del mundo. En el estado de Guanajuato solo se cuenta con un estudio de
prevalencia de la especie L. interrogans, que abarca unicamente la ciudad de Irapuato
y que debido a las condiciones climaticas favorables sea un factor de riesgo para la

espiroqueta prolifere e infecte al ser humano.
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4 HIPOTESIS

La serofrecuencia de anticuerpos anti-L. interrogans en perros de municipios del

estado de Guanajuato, es superior al 30% descrito en la literatura.

5 OBJETIVO

5.1 Objetivo general

Evaluar la serofrecuencia de anticuerpos anti-L. interrogans en perros de municipios

del estado de Guanaijuato.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Seleccionar muestras biologicas del banco de sueros de Patologia
Veterinaria que cumplan con los criterios de inclusion

5.2.2 Determinar la serofrecuencia de serovares de anticuerpos anti-L.
interrogans mediante la técnica de microaglutinacion (MAT).
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Localizacion del area de estudio

6.1.1 Macro localizacion

El estado de Guanajuato esta localizado al norte 21°50° 22”; al sur 19° 54’ 46” de
latitud norte, al este 99° 40’ 17”; al oeste 102° 05’ 49” de longitud oeste. Colinda al
norte con Zacatecas y San Luis Potosi; al este con Querétaro; al sur con Michoacan
de Ocampo y; al oeste con Jalisco (INEGI, 2017). La superficie estatal cuenta con
33.10% de territorio con clima semicalido subhumedo con lluvias en verano y el
23.46% de clima subhumedo con lluvias en verano; Precipitacion pluvial promedio en
el municipio de lrapuato es de 690.7 mm, mientras que en Celaya 607.1mm y en
Guanajuato 707.9 mm; Temperatura media anual en Irapuato es de 20.2°C, mientras
que en Celaya 20.1°C y en Guanajuato 18.3°C (INEGI, 2017).

6.1.2 Micro localizacion

La primera parte del presente estudio se realizé en el Laboratorio de Anatomia y
Patologia Veterinaria de la Division de Ciencias de la Vida de la Universidad de
Guanajuato, en el cual se recibieron y prepararon las muestras para obtener el suero,
los cuales se mantuvieron en congelacion (-20°C) hasta el momento de su analisis.
Las pruebas de microaglutinacidén se realizaron en el Laboratorio de Diagndstico de

Leptospira de la Universidad Auténoma Metropolitana, Campus Xochimilco (UAM-X).

6.2 Muestras bioldgicas

Se seleccionaron un total de 297 muestras de sueros de perros, cuyas caracteristicas
del individuo se contemplaron sin importar el sexo, la raza, la edad, la talla o el lugar
de residencia, los cuales fueron seleccionados por conveniencia, estableciendo como
criterio de exclusién el ser menor de ocho meses o animales procedentes fuera de la
zona de estudio. Es necesario resaltar que la estrategia de coleccion de las muestras
que integran el banco de sueros fue a través de colaboraciones con clinicas

veterinarias particulares, por la participacion de propietarios y mascotas en la campana
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de vacunacion antirrabica y por la donacién de muestras de los perros que fueron
capturados en via publica y remitidos al Centro de Control Canino de Irapuato (CANI)
ubicados en la regién de estudio. Sin embargo, es necesario sefialar que debido al
desarrollo de un evento sindical en la UAM-X, las actividades académicas y de
investigacion fueron administrativamente suspendidas por mas de 90 dias, situacion

que provoco la no obtencion de la informacion individual de los resultados propuestos.

6.3 Prueba de microaglutinacion (MAT)

El diagnostico serologico de L. interrogans se realiz6 empleando la técnica de
microaglutinacion (por sus siglas en inglés, MAT) (WHO, 2003; Levett et al., 2001), la
cual se desarroll6 en el Laboratorio de Leptospirosis de la Universidad Auténoma
Metropolitana, Campus Xochimilco, mediante la utilizacion de un cepario de L.
interrogans con 14 serovariedades: autumnalis, batavie, bratislava, canicola, portland
vere (cepa Sinaloa), celledoni, grippotyphosa, hardjo, icterohaemorrhagiae,

icterohaemorrhagiae (cepa Palo Alto), pomona, pyrogenes, tarassovi'y wolffi.

La técnica para la prueba de aglutinacion microscoépica se realizé con una dilucion
inicial 1:25 de los sueros problema, depositando 2.4 mL de solucion salina buferada y
0.1 mL de suero; se transfirieron 0.05 mL de la dilucién 1:25 de cada suero problema
en 12 pozos de una microplaca de fondo plano, uno para cada serovar a probair,
colocando 0.05 mL de cultivo de las 12 diferentes serovariedades en concentracion de
3X108 Leptospiras por mililitro, equivalente a 1 unidad de McFarland (Samir y Momtaz,
2013), en los pozos correspondientes a cada suero problema, realizando movimientos
circulares para homogeneizar la muestra. Se mantuvieron las placas en incubadora
bacteriolégica a 29°C durante 2 horas. La lectura se realizé en un microscopio de
campo obscuro con objetivo de 125 X, se califico la reaccion de aglutinacion de cada
pozo como 1 (25%), 2 (50%), 3 (75%) y 4 (100%) y cuando no exista aglutinacion fue
calificada como negativa. Los sueros que presentaron una aglutinacion de 50 a 100%,
se diluyeron de nuevo a 1:25 y se depositaron 0.05 mL del suero problema en los
pozos 1y 2. En los pozos 2 al 8, se depositaron 0.05 mL de solucion salina, con una

micropipeta ajustada a 0.05 mL se realizaron diluciones dobles seriadas (1/2)
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transfiriendo del pozo 2 al 3, del 3 al 4 y de manera sucesiva hasta el pozo 8; el
volumen de la ultima transferencia (pozo 8), se desech6 para mantener un volumen
homogéneo. Se mezclaron mediante movimientos circulares y se realizé la lectura en
las mismas condiciones de la dilucion inicial (WHO, 2003). El titulo de anticuerpos anti-
L. interrogans que fue igual o mayor a 1:100, se consideraron como positivos,
estableciendo lo anterior como “punto de corte” para este estudio (Lavinsky et al.,
2012).

6.4 Analisis estadistico

Para verificar la relacion que pudiera existir entre la variable independiente (municipio)
con el resultado de la prueba de aglutinacion microscopica, positiva o negativa, se
utilizé la prueba de independencia de Chi cuadrada, la cual permite establecer la
decision de rechazar la hipdtesis nula de independencia entre ambas variables.
Adicionalmente, se realizé la comparacion de las proporciones de los animales
seropositivos para cada una de las categorias de las variables seleccionadas, a través
de la aplicaciéon de la prueba de Chi cuadrada, con el objeto de establecer cuales
porcentajes fueron significativamente diferentes de la proporcion media de las
categorias de estudio. Los analisis se realizaron utilizando el programa Statgraphics

Centurion XV version 15.2.
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7 RESULTADOS
7.1 Serofrecuencia de anticuerpos de L. interrogans
De las 297 muestras de sueros de perros analizadas en este estudio, se registré una

frecuencia del 21%, es decir, se observo la presencia de anticuerpos anti-L.

interrogans en 62 de 297 sueros de animales probados (Figura 1).

35
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15

interrogans (%)
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Serofrecuencia de anticuerpos anti-L.

Irapuato Silao Ledn

Municipio de procedencia

Figura 1. Serofrecuencia de anticuerpos anti-L. interrogans en perros de tres municipios del

estado de Guanajuato.

7.2 Frecuencia de serovariedades de L. interrogans

En este estudio se identificaron la presencia de una amplia cantidad de serovariedades
de L. interrogans (Figura 2), las cuales, las dos mas frecuentes fueron portland vere
(cepa Sinaloa) y -canicola, mismas que en compafia de la serovariedad
icterohaemorrhagiae han sido identificadas como propias de la especie canina. Sin
embargo, también fueron identificadas serovariedades como: bratislava, hardjo, wolffi,
pomona, tarassovi y grippotyphosa. Mientras que el 100% de las muestras de suero
de los perros del estado de Guanajuato resultaron negativas a la prueba de
aglutinacion con las serovariedades: autumnalis, batavie, celledoni y pyrogenes
(Figura 2).
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Figura 2. Frecuencia general de serovariedades de L. interrogans identificadas en muestras de

perros del estado de Guanajuato.

De acuerdo con el municipio de origen del suero de los perros analizados, se registro
una variacion en el porcentaje de muestras positivas desde 0.9 a 21.5% a las diferentes

serovariedades observadas (Cuadro 5).

En la Figura 3 se puede observar la variacion en la distribucién de las serovariedades
con base en el municipio de procedencia. Como se muestra en el Cuadro 5, el
municipio de Irapuato registré6 una mayor proporcion de animales y muestras positivas

con un 54%, seguido de Silao y Ledn con un 30 y 16%, respectivamente (P<0.01).

Como se ha mencionado anteriormente, el analisis de las muestras de sueros de
perros para la identificacion de anticuerpos contra L. interrogans, mostré una amplia
lista de serovares, entre los que sobresalen en la ciudad de Irapuato: canicola, portland
vere y bratislava. En la ciudad de Silao, los serovares registrados fueron
icterohaemorrhagiae, bratislava y portland vere. Finalmente, en la ciudad de Ledn y
las serovariedades mas frecuentes fueron icterohaemorrhagiae, wolffi y portland vere
(Figura 3).
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Cuadro 5. Frecuencia y porcentaje de perros positivos a la presencia de anticuerpos anti-L.

interrogans en municipios del estado de Guanajuato.

Irapuato Silao Ledn Total
Serovares (n=164) (109) (n=24) (n=297)
(L. interrogans)
Frec % Frec % Frec % Frec %
Portland vere* 13 7.9 7 6.4 3 12.5 23 21.5
Canicola 19 11.6 2 1.8 2 8.3 23 21.5
Bratislava 8 4.9 8 7.3 2 8.3 18 16.8
Icterohaemorrhagiae* 5 3.0 9 8.3 3 12.5 17 15.9
Hardjo 5 3.0 4 3.7 1 4.2 10 9.3
Wolffi 2 1.2 -- 4 16.7 6 5.6
Icterohaemorrhagiae 3 1.8 -- 2 8.3 5 4.7
Pomona 2 1.2 - -- 2 1.9
Tarassovi - 2 1.8 -- 2 1.9
Grippotyphosa 1 0.6 1 0.9
Total 58 54 32 30 17 16 107
*Aislamiento nacional; Frec=Frecuencia; %=Porcentaje
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Figura 3. Frecuencia de serovariedades de L. interrogans identificadas en muestras de perros

por municipio del estado de Guanajuato.
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8 DISCUSION

8.1 Serofrecuencia de anticuerpos de L. interrogans

Los resultados obtenidos en el presente estudio relacionados con la serofrecuencia de
anticuerpos anti-L. interrogans (21%) concuerdan con lo descrito por Luna et al. (2008)
quienes sefnalaron que la dicha frecuencia de anticuerpos en caninos de diversas
regiones de la republica mexicana durante el periodo 1963 a 2005 oscil6 entre 16.7 y
87%. Asimismo, la frecuencia descrita por el Instituto de Diagnéstico y Referencia
Epidemiolégico (INDRE) para el periodo de 1989 a 1995 y por De la Pefia-Moctezuma
et al. (2012) fue en promedio del 62 y 27.3%, respectivamente.

En diversos estudios de investigacion se hace referencia a la leptospirosis como una
zoonosis, donde los perros figuran como los vectores. De acuerdo con diversos
estudios realizados en perros clinicamente sanos, se ha estimado una seroprevalencia
que oscilaentre 4.9y 35.7% (Chapola et al., 2005; Jiménez-Coello et al., 2008; Gautam
et al., 2010; Romero-Vivas et al., 2013; Calderon et al., 2014).

En el caso particular del unico estudio realizado en el estado de Guanajuato,
particularmente en la ciudad de Irapuato, la serofrecuencia de L. interrogans en perros
obtenida por Andrade (2015) fue del 75% (27/36); porcentaje 3.8 veces mayor en
comparacion a la serofrecuencia de nuestro estudio, especificamente para el municipio
de Irapuato (20%). Con el objeto de encontrar una justificacion en las diferencias de
las serofrecuencias de L. interrogans en los perros del municipio de lrapuato, es
necesario sefialar que las caracteristicas de las muestras del estudio realizado por
Andrade (2015), fueron exclusivamente perros capturados en via publica, mientras que
en nuestro estudio, las muestras procedian ademas de perros capturados en via
publica, de perros con propietario y hogar cotidiano, asi como muestras remitidas por
clinica veterinarias privadas. Ademas, de las caracteristicas individuales antes
mencionadas, éstas también procedieron tanto de zonas urbanas como de
comunidades rurales de municipio en estudio, situacion que puede explicar la amplia

diferencia en la serofrecuencia encontrada.
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8.2 Frecuencia de serovariedades de L. interrogans

Con relacion a la seropositividad y a la frecuencia de serovariedades de L. interrogans
encontradas en el presente estudio, nuestros resultados concuerdan con lo descrito
por diversos autores quienes mencionan que, en México, L. interrogans servar canicola
y L. interrogans servar icterohaemorrhagiae son los serovares mas comunmente
identificados en los perros (Luna et al., 2008). Sin embargo, de acuerdo a diversos
autores, también fueron identificadas otro tipo de serovariedades como: panama vy
pyrogenes (Jiménez-Coello et al., 2008); grippotyphosa y wolffi (Andrade, 2015);
bratislava y australis (Hernandez-Ramirez et al., 2017); hardjo y pomona (Blum-
Dominguez et al., 2013); autunmalis y ballum (Cruz-Romero et al., 2013); portland
vere, cepa Sinaloa e icterohaemorrhagiae, cepa Palo Alto (Martinez-Barbabosa et al.,

2016); tarassovi y pomona (Mackintosh et al., 1980).

Los resultados de este estudio representan un incremento que el conocimiento
epidemioldgico de la leptospirosis en el estado de Guanajuato, debido a que la alta
frecuencia en la aglutinacion en contra de serovares como: icterohaemorrhagiae,
pyrogenes y panama, nos permite inferir que la transmision del patégeno fue por
contacto del perro con ratones, ratas y fauna silvestre como mapaches, zorrillos y
zarigleyas, especies de hospederos que se consideran como reservorios de estos
serogrupos (Jiménez-Coello et al., 2008). Ademas, en otro estudio, se encontré que
las serovariedades icterohaemorrhagiae y canicola afectaron tanto en personas como
en perros, lo que puede originar una potencial fuente de infeccidén perro-persona y se
podria afirmar que la leptospirosis no solo se transmite por el contacto con agua
contaminada, orina, o bien, su ingreso a través de una herida o por piel, sino también
debe de ser considerada como una zoonosis presente en las ciudades (Hernandez-
Nino et al., 2009).

8.3 Serovariedades de L. interrogans y la vacunacion en perros

De acuerdo con De la Pefia-Moctezuma et al. (2012), los protocolos de inmunizacion

en contra de la leptospirosis en perros, bovinos y cerdos, ademas de contener
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antigenos distintos del mismo microorganismo denominandose poli o multivalentes,
éstos deberian de tomar en cuenta las diferencias potenciales de las cepas regionales.
Por un lado, en México, se han registrado y asociado a una especie en particular,
seroprevalencias y frecuencia de serovares para: bovinos (49-85%, hardjo, pomona 'y
tarassovi); cerdos (18.5%, bratislava, pomona, canicola) y perros (27.3%, canicola,
grippotyphosa y pyrogenes). Por el otro, Adler et al. (2011), mencionan que existe una
clara asociacion, pero no absoluta de mantenimiento entre una especie de hospedero
y las serovariedades de L. interrogans tales como: canicola (perros), hardjo (bovinos),

pomona y bratislava (cerdos) y copenhageni (ratas y otros roedores).

En el cuadro 2 se puede apreciar la composicion de la formulacién de los principales
biolégicos autorizados y distribuidos en México para la prevencion y control de la
leptospirosis en los animales domeésticos. Al respecto, en México al igual que en otros
paises, la mayoria de los bioldgicos utilizados contienen las serovariedades canicola
e icterohaemorrhagiae (Mayer-Scholl et al., 2013). La vacunacion es la forma mas
l6gica para tratar de controlar la infeccion y reducir la prevalencia de manifestaciones
clinicas, asi como su distribucion. Sin embargo, en Europa a pesar de la aplicacién de
las vacunas bivalentes en perros con estas serovariedades, se han registrado cuadros

clinicos de leptospirosis (Khon et al., 2010).

De acuerdo con los resultados del presente estudio relacionados con la identificacion
de las diferentes serovariedades de L. interrogans; en México y por ende en el estado
de Guanajuato, se comercializan biolégicos para perros hasta con seis serovariedades
distintas (Cuadro 2), sin embargo, algunas de las serovariedades mostraron una
frecuencia importante como portland vere (cepa Sinaloa), icterohaemorrhagiae (cepa
Palo Alto) y hardjo, mismas que no se contemplan en los productos comerciales
disponibles, y esto impacta de forma directa en la epidemiologia de la enfermedad en
los perros en México (De la Pefia-Moctezuma et al., 2012). Es necesario recordar que
las vacunas no proveen proteccion cruzada con otras serovariedades, debido a que
las bacteriana para perros estan elaboradas a partir de células completas
(McDonough, 2001).
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Finalmente, en el manejo integral de la leptospirosis en los perros, las medidas
preventivas como la vacunacion y la reduccién en la exposicion de las mascotas con
los reservorios de la bacteria, asi como el incremento en el conocimiento y en la
concientizaciéon de la leptospirosis como enfermedad, tanto de los médicos
veterinarios, criadores, personal de cuidado y los propietarios (Az6car-Aedo et al.,
2018). Es necesario resaltar que la vacunacion no solo protege directamente al perro
de la leptospirosis, sino que también indirectamente a los propietarios al disminuir el
riesgo de eliminacion de bacterias en cuadros subclinicos (Azécar-Aedo et al., 2018;
Murphy, 2018).
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9 CONCLUSIONES

En el presente estudio se rechaza la hipotesis dado que la serofrecuencia general
obtenida no fue superior al 30% planteada. Sin embargo, la frecuencia parcial por el
municipio de Ledn mostré un 29%, seguido de Silao e Irapuato con 21 y 20%,

respectivamente.

En el presente estudio fueron identificadas ademas de L. interrogans serovar canicola,
diversas serovariedades no especificas para los perros (bratislava, hardjo, wolffi,
pomona, tarassovi y grippotyphosa). Lo que confirma la capacidad infectiva y
adaptativa de L. interrogans al hospedero “perro” como los seleccionados de los

municipios del estado de Guanajuato.

Los resultados de este estudio indican que la leptospirosis canina esta presente en los
municipios seleccionados del estado de Guanajuato y que L. interrogans se ha
adaptado y persiste en el ambiente y reservorios diversos bajo las condiciones
ambientales y climaticas del Bajio. Por ello, ademas de ser un potencial vector de la
enfermedad, el perro puede figurar como un indicador de la alta presion infecciosa en
el ambiente del presente estudio. Por lo tanto, un mayor numero de infecciones activas
en nuestra poblacion canina deberia aumentar la conciencia de la enfermedad en
humanos y otras especies animales y apoyar los esfuerzos de diagndstico temprano e

intervencion terapéutica.
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