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1. INTRODUCCION

Nicaragua es un pais endémico a leptospirosis, El departamento de Ledn en los
municipios de El Sauce y Achuapa se reportaron centenares de casos de una
enfermedad febril hemorragica en donde ocho pacientes murieron, las comunidades
afectadas habian experimentado lluvias muy fuertes durante dos semanas, previo a
que los casos fueron observados; aunque el dengue estaba ocurriendo en otras
partes de Nicaragua al mismo tiempo, esta enfermedad fue excluida por pruebas de
laboratorio y ausencia del vector (Aedes aegypti) en el area local. ?° Para finales de
octubre los centros de control y prevenciéon de enfermedades en los Estados Unidos
habian confirmado que el dengue, otros arbovirus y los virus de fiebres
hemorragicas como causas de la problematica sanitaria de la zona, y habian
identificado leptospira por inmunohistoquimica en tejidos de 4 de los pacientes que
fueron casos fatales, a mediados de noviembre el MINSA reportd que 2,480

personas habian estado enfermas, de las cuales 750 fueron hospitalizadas y 16

fallecieron a causa de la enfermedad. %°

Tres afios después en ocasién del huracan Mitch, volvié a repetirse en Nicaragua
y otros paises vecinos la enfermedad de leptospirosis afectando a seres humanos y
animales de distintas especies (equinos, caninos, bovinos, porcinos).20 Esta
enfermedad es causada por Leptospira interrogans que agrupa mas de 240
serovares que son patégenos para los humanos y animales. En el ambiente también
se encuentran otras especies que no causan enfermedad en los humanos, es
Leptospira biflexa que agrupa mas de 60 serovariedades.?’ Dentro de cepas
patogenas, se dividen en sus diferencias antigénicas en serovares, siendo el serovar
el taxén basico; los serovares relacionados antigénicamente se clasifican dentro de
un mismo serogrupo, %° frecuentemente las infecciones se producen por un ndmero
limitado de serovares endémicos de una region o pais y su presencia esta

intimamente ligada a factores ecolégicos y medioambientales.?®

La leptospirosis es una enfermedad de epidemiologia compleja, en el ganado

bovino puede cursar con diferentes cuadros clinicos, que pueden ir desde un cuadro
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agudo, hiper-agudo con fiebre, hematuria, meningitis e incluso mortalidad a un

cuadro crénico cuya unica sintomatologia aparente es el fallo reproductivozo.

La leptospirosis produce pérdidas econdmicas de manera primaria por sus
efectos sobre la reproduccion, aparecen mortinatos, abortos y/o nacimientos de

animales débiles e infertilidad; 2° Resulta dificil estimar las pérdidas, en gran parte

por las dificultades inherentes al diagnéstico de la enfermedad.3!

También puede ser considerada importante el "Sindrome de caida de la
leche" o agalactia producida por estos microorganismos.®? A esto habria que afadir

las originadas por desecho temprano y por aumento en la tasa de eliminacion de

animales por causas reproductivas.

La Leptospirosis es una zoonosis® por los efectos sobre la produccion animal,
se le afade un importante aspecto sanitario donde en el ser humano esta

considerada una infeccion accidental.®?

Las personas tienen el riesgo de adquirir la enfermedad por contacto directo
con aguas, alimentos, suelos contaminados con la orina de animales infectados con
leptospira o indirecto al caminar descalzos en lugares donde orinaron animales
infectados (heridas en la piel), en algunas practicas laborales como mineria, trabajo
en arrozales, agricultura y ganaderia (veterinarios, ganaderos, trabajadores de
mataderos), y en actividades recreativas que implican contacto con aguas
posiblemente contaminadas (bafios en medios naturales, deportes acuaticos, etc.),

suponen los riesgos de contagio mas importantes?°

Ademas del riesgo sanitario, hay que tener en cuenta la vertiente econdémica
derivada de los gastos originados por el cuidado médico de los pacientes, bajas
laborales, pérdida de productividad, capacidad de trabajo, vigilancia y control de los

lugares de trabajo, ropas especiales de proteccidn, seguros médicos para el

personal en riesgo, evaluacion de vacuna, etc.5
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ANTECEDENTES.

La leptospirosis es una enfermedad infecto — contagiosa de caracter zoonético,
de distribucion mundial, producida por cepas patégenas del género leptospira,
incluida en las especies L. interrogans las cuales poseen las mismas caracteristicas
morfolégicas y fisiolégicamente  uniforme, pero que serologica vy
epidemiolégicamente son muy diversas. Ya por el afio 1800 Larrey observo una
enfermedad en el hombre caracterizada por fiebre, ictericia y hemorragias
petequiales. Adolfo Weil en 1886 diferencié esta enfermedad de otras similares, la
describid en ese entonces como un sindrome febril icterohemorragico acompanado
de insuficiencia renal por la nefritis estableciendo como una entidad separada la
designada "ictericia infecciosa". En 1887 Goldschmidt fue el primero en usar el

término "enfermedad de Weil".3*

En 1898 se propagd en la especie canina epizodticamente en Alemania
donde se llamé al principio "enfermedad de Stuttgart".®® La primera leptospira
patogena fue observada por Stimson en New Orleans en el Aio 1907 en cortes de

rindbn de humano que se creia habia muerto de fiebre amarilla, el organismo lo llamo

Espirochaeta interrogans.

La causa de la enfermedad de Weil segun comprobaron en 1914 Inada he Ido
en Japén es un microorganismo al que llamaron Leptospira icterohaemorrhagiae.*®

esto lo reportaron Inada et al. En 1916 al afirmar haber observado espiroquetas en el

tejido hepatico de cobayos inoculados con sangre de humanos que padecian la
enfermedad de Weil.3* En 1917 Coyrmont y Durant vieron que los cachorros podian
ser infectados con las espiroquetas que producian la ictericia tipica humana.
Ulenrhuth y Fromme en 1918 identificaron como leptospirosis la ictericia infecciosa
del perro cuando demostraron que el proceso era originado por el mismo tipo de
leptospira que el descrito por Inada e Ido en el hombre.3® estos investigadores
alemanes la llamaron Spirochaeta icterogenes y fueron los primeros en Europa
en observar las leptospira a campo oscuro y por fijaciéon y coloracion de Giemsa y

Levaditi.3* En 1931 Klarenbeek y Schiiffner admitieron que un considerable
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porcentaje de leptospirosis caninas era producida por otra especie llamada

Leptospira canicola, esta fue aislada por Mayer et al. en 1937 en San Francisco.®®

Desde que Mikhin y Azhinov en 1935 comunicaron la presencia de la
enfermedad en los bovinos se afirmaron las sospechas que el proceso se hallaba
extendido por todo el mundo. Ademas se demostr6 que en otros mamiferos se
producen enfermedades parecidas. Los trabajos de investigacién en este sentido
permitieron comprobar la existencia de diferentes tipos de leptospira, asi como llegar

al conocimiento de las caracteristicas epidemioldgicas de la leptospirosis de cada

especie animal y del hombre.3®

En Nicaragua, durante Octubre y Noviembre de 1995 se notificd un brote en
los municipios de El Sauce y Achuapa. El Ministerio de Salud (MINSA) inicié una
investigacion epidemiolédgica y laboratorial en colaboracién con el Centro para la
Prevencion y Control de las Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos. Este brote
se asoci6 a contacto directo con agua y suelo contaminado con orina infectada en el
periodo de invierno. Se realizé un estudio de caso y control donde recolectaron 199
muestras de animales domésticos, de las cuales 53 fueron de bovinos, dando 16/53
(30.2%) de las muestras titulos = 1:400 o mas serovares de leptospira. Los
serovares que con mayor frecuencia se encontraron fueron ballum “S102” (8/53:
15.1%), canicola “Hond-Utrecht IV” (7/53: 13.2%) y wolffi (4/52: 7.5)%*

En México se realizé un estudio retrospectivo de seroprevalencia para
diagnoéstico de leptospirosis bovina tomando en cuenta las regiones ecolégicas y
aportaron lo siguiente: en la regién arida y semiéarida la frecuencia fue 37,8% vy las
serovariedades de mayor prevalencia fueron cepa H-89 (hardjo) wolffi y terassovi.
Tropico seco con una frecuencia de 45.9% las serovariedades con mayor
prevalencia fueron Wolffi y tarassovi. Clima templado, la frecuencia fue promedio
de leptospirosis fue de 39.4% las serovariedades con mayor frecuencia fueron la
cepa palo alto (interohaenorrhagiae) cepa Sinaloa ACR (portland-vere), Bratislava,

pyrogenes, pomona, cepa H-89 (hardjoprajitno), hardjo, wolffi y tarassovi
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Se aislara Leptospira spp en bovinos de diferentes edades cercanos a casos de
humanos positivos y cual sera la seroprevalencia las comarcas en estudio del
Municipio de Achuapa, Departamento de Ledn, en el periodo de julio a octubre del
afno 20097
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JUSTIFICACION

El interés del trabajo investigativo se debe a que leptospira es una enfermedad
de caracter zoondtico y ha venido afectando la salud y la economia de los
pobladores Nicaraglienses en las diferentes regiones y con mayor afectacién en

algunas zonas por sus caracteristicas geograficas.

El estudio pretende identificar y aislar Leptospira spp en bovinos de diferentes

edades alrededor de casos positivos presentados en humanos.

Desde su primer reconocimiento en el afio 1995 en Nicaragua; el Municipio de
Achuapa, del Departamento de Ledn, se han venido presentado brotes pero en
menor escala; en el 2007 se presentaron 48 casos positivos de leptospira en
humanos y en el 2010 solo se presentaron 5 casos (Datos facilitados por EI MINSA
en el Informe comparativo de la situaciéon epidemioldgica en el Municipio de Achuapa
2007-2010), esto debido a la concientizacion de los pobladores, en referencia al
origen de la enfermedad, causas, consecuencia, formas de prevenirla y de igual
manera por la ayuda de los diferentes organismos e instituciones nacionales
(MINSA, ALCALDIA, ONG, entre otras) y extranjeras (ONG), que apoyan de forma

directa e indirectamente en la prevencion de la enfermedad.

Se enfoco en la especie bovina, porque estas, son las que estan en mayor
contacto con la sociedad especifica de la zona (zona ganadera y productora de
Leche), y mas en la comunidad de estudio en donde los brotes han venido

presentando un historial reincidente. (Achuapa)

La importancia de que se realice este estudio desde el punto de vista de salud
publica, medicina veterinaria y econémica, es porque somos un pais endémico a
leptospirosis debido a las condiciones ambientales, geograficas y de vida de los

habitantes de Achuapa
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Detectar la presencia de Leptospira spp en bovinos alrededor de casos positivos
reportados en humanos presentados en afos anteriores hasta el 2009 en el

Municipio de Achuapa de Ledn

Objetivos especificos:

% Aislar Leptospira spp a partir de muestras de orina de bovinos utilizando el
medio EMJH

+» Detectar seroreactores mediante la técnica del MAT en la poblacion de

estudio
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1. MARCO TEORICO

Leptospirosis es una enfermedad relativamente comun de los seres humanos,
animales domésticos y salvajes; en el ganado se manifiesta por la nefritis intersticial,

anemia, mastitis y el aborto en la mayoria de las especies, Leptospira spp. son los

agentes causales.®

Esta enfermedad es una zoonosis cosmopolita que ha adquirido mucha
importancia en los ultimos afnos, ya que origina dafios a la salud humana y la

economia mundial.

Desde hace mas de dos siglos que se conoce esta enfermedad,
aproximadamente fue reportada por primera vez en el ser humano 1886-1888 por
Adolfo Weil en Heidelberg quien la describié en ese entonces como un sindrome
febril icterohemorragico acompafado de insuficiencia renal por la nefritis y en los
equinos fue descrita por vez primera en la Union Soviética, pero los primeros en

aislar el agente causal a partir de caballos con ictericia fueron Lubaschenko vy

Nowikowa en 1946.3%-36

2.1 BACTERIOLOGIA
2.1.1 TAXONOMIA Y CLASIFICACION

En la edicion del "Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology" 1984, se
reconoce como unico género dentro de la familia Leptospireceae al género
Leptospira; dentro del cual se incluyen tres especies: Leptospira interrogans,
Leptospira biflexa y Leptospira illini, esta ultima considerada de ‘estado taxondmica
incierta’ aislada de un buey en lllione, EE.UU.8 En la dltima edicién del "Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology" 1994, vya se recoge como
género independiente el Leptonema, cuya especie tipo (y unica especie del género)
seria Leptonema illini. De esta forma, la familia Leptospireceae esta formada por dos
géneros, Leptospira y Leptonema.®”-38 En los Gltimos afios y gracias a la utilizacién

de nuevas herramientas y métodos de clasificacién, se han reconocido varias

especies del género Leptospira.®
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Las Leptospira pertenecen a familia Leptospiraceae, segunda familia del
orden Spirochaetales.”’o'41 El género que se reconoce dentro de esta familia es

leptospira; comprende siete especies patégenas que fueron agrupadas de acuerdo

a su ADN homdélogos 1. L. interrogans; 2. Leptospira. Noguchii; 3. Leptospira. weilii;

4. Leptospira. Santorosai; 5. Leptospira inadai; 6. Leptospira borgpetersenii; 7.

Leptospira kirschneries. Y saprofitas: 1. Leptospira biflexa; 2. Leptospira meyeri; 3.

Leptospira parva; 4. Leptospira wolbachii.

En cuanto a denominacién de leptospira se refiere son bacterias Gram. (-) y
por consiguiente son aerobios obligados, tipo ADN, con flexibilidad la que le permite
mucho movimiento, helicoidales, no toleran la desecacion ni la exposicién de forma
directa a los rayos solares, no resiste pH &cidos o muy alcalinos, tampoco
temperaturas extremas por lo que para su cultivacion y crecimiento se necesita tener

las condiciones adecua y los nutrientes necesarios para que ella se pueda

desarrollar con éxito.?

En la conferencia dictada por el Dr. Jorge Mazzonelli, experto del Centro
Panamericano de Zoonosis de la OPS durante el tercer encuentro de leptospirosis
animal y humana (1987) en Matanzas plante6 sobre la parte de taxonomia que, la
unidad taxondmica basica (taxon Basico) anteriormente Illamado serotipo
actualmente se le llama serovar, es una denominacion intrasubespecifica,
es decir, que es incorrecto referirse a Leptospira pomona porque se le asigna una
categoria de especie a una sub.-especifica, lo correcto es Leptospira interrogans
serovar pomona. Mientras el serovar es el taxon base, el serogrupo es un
ordenamiento que solo tiene fin didactico, es decir que en la clasificacion real no
aparece, solo existe el serovar, agrupandose en los serogrupo, leptospira con

similitud antigénica entre ellas.
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2.1.2 CLASIFICACION TAXONOMICA Y ESPECIES DE LEPTOSPIRA.

Taxonomia de Leptospira

Divisién Procariontes
Clase Schizomicete
Orden Spirochaetales
Familia Leptospiraceae
Género Leptospira; Leptonema; Turneria
Especie Patdgenas y Saprofitas
Otros
Familia Spirochaetaceae
i Cristispira; Spirochaeta; Brachyspira; Brevinema; Anguilina; Serpulina;
Genero Treponema; Borrelia

(TM. J. Reyes, TS. R. Vallecillo; 2004)

2.1.3 CLASIFICACION SEROLOGICA
Antes del afio 1987, el género de leptospira se dividia en dos especies, L.

interrogans que agrupa a todas las leptospira patégenas y las de vida parasitaria, la

L. biflexa engloba a las saprofitas que han sido aisladas del medio ambiente.®

Como antigenos para esta prueba se utilizan los cultivos vivos de leptospira de

diferentes serovares seroldgicos.

Tabla 2 Clasificacion Serolégica

SEROGRUPO SEROVAR STRAINS
1. Australis Australis Ballico
2. Austramaliz Austramaliz Automomnalis Akiyami A
3. Ballum Castellonis Castellon 3
4. Bataviae Bataviae Swart
5. Canicola Canicola Hond Utrech. IV
6. Cynopteri Cynopteri 3522 C
7. Grippotyphosa grippotyphosa MOSKVAV
8. Herbdomadis Hebdomadis Hebdomadis

Tesis elaborada por: Jorge Luis Quintana Lira
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9. Icterohaemorrhagiae

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

Icterohaemorrhagiae
Javanica

Panaméa

Pomona

Pyrogenes

Sejroe

Sejroe

Sejroe

Tarassovi
Samaranga
Icterohaemorrhagiae

Icterohaemorrhagiae

icterohaemorrhagiae
icterohaemorrhagiae
javanica

Panaméa

pomona

pyrogenes

hardjo

sejroe

wolfii

tarassovi

patoc

copenhani

icterohaemorragiae

Cepas de referencia de Cuba

22.Celledoni

23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.

Shermani
Djasamin
Mini
Lousiana
Ranaru
Manhao

Sarmin

celledoni
shermani
djasamin
mini
lousiana
ranaru
gingshui

sarmin

(Cepiario del CNDR, MINSA; 2006).

Al no constar con estudios previos sobre los serogrupo frecuentes que

RGA

M20

Veldrad Batavia 46
C2214
Pomona
Salinem
Hardjoprajitmo
M84

3705
Perepelitsin
Patoc |
Wijnberg

Kantorowies

Celledoni

Shermani
Djasamin

Sari

LSU 1945
ICF

LOS

Sarmin

circulan en la zona, se debera trabajar con los 29 serogrupo.

Estas cepas seran de referencia con certificado acreditativo mantenidas por

resiembra periddica cada 10-15 dias.
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El serovar es el taxdn basico y por determinacion de los serovares de L.
interrogans y L. biflexa se logra por la aglutinacion después de que hay una
absorcion cruzada con antigenos homélogos. Ademas el serovar es la unidad
taxondmica que nos permite clasificar y explicar la relacion que existe entre parasito
— hospedador. Los primeros en dar una definicion clara de serovar fueron Wolf y
Broom en 1954, no se aplica solo a la clasificacion sistémica, sino también a la

aplicacion practica.

Dentro de cada especie de leptospira se incluyen uno o mas serovares que
estan diferenciado entre si por su composicion antigénica, pero por razones
practicas, los serovares relacionados antigénicamente se clasifican bajo el mismo

serogrupo, cabe destacar que también hay reaccién cruzada entre algunos

serogrupos>2.

2.1.4 ETIOLOGIA

Etimologia: La palabra leptospira procede de dos voces griegas: lepto-

estrecho o delgado; espira- espiral.*?

Las leptospira son espiroquetas, la flexibilidad y movilidad que poseen es gracias a
sus flagelo periplasmatico en forma de anzuelo que se encuentran insertados en
ambos extremos de la bacteria, estos anzuelos le permiten realizar un movimiento

activo, de rotacion sobre su eje, flexion, traslacién, propulsion y ondulatorios

activos!’.

Las bacterias son helicoidalmente enrolladas, muy finas que incluso pueden
pasar filtros que otras bacterias no son capaces de pasar, miden 10—20 micrémetro
de largo y 0.1-0.5 micrometro de ancho. Las leptospira solo pueden observarse a
través de microscopia de campo oscuro o de contraste de fase, pero no puede ser
observada por microscopia de campo brillante. No se tifien con facilidad con los
colorantes de anilina aunque son GRAM (-), pero si pueden impregnarse con plata,
fluoresceina, peroxidasa mas reactivos coloreados o por hibridacion del ADN con

biotina — avidit32.
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Al observar las leptospira al microscopio de campo oscuro se nota que estan
construidas por una membrana externa o envoltura de lipidos, proteina y
lipopolisacaridos; esta envoltura es muy importante en cuanto a antigénecidad se
refiere, ya que rodea la pared celular de peptidoglucano, dos flagelos
periplasmaticos (filamentos axiales), los que se situan entre la membrana externa y
la pared celular se encuentran fijos en cada extremo de la bacteria, los extremos
libres se extienden hacia la parte media y no se superponen, un cilindro
protoplasmatico de forma helicoidal con el contenido celular, material nuclear,
ribosomas, mesosomas y cuerpos de inclusion celular. Los cuerpos basales
flagelares se asemejan a los de las bacterias GRAM (-) a excepcion de L. illini que
posee una ubicacion incierta por ser similar a las GRAM (+), también el cuerpo basal

del flagelo periplasmatico y un mechdn de tubulos citoplasmatico que se encuentran

presentes en treponemas, pero no en borrelia®?.

El agente causal de leptospira posee actividad a las enzimas oxidasa,
catalasa, peroxidasa y esterasa; en condiciones de laboratorio crecen en medios de
cultivos simples con pH de 7.2 — 7.6 y a temperatura de 15 — 18 % también se
utilizan los acidos grasos de cadena larga como fuente de carbono y las sales de
amonio para proporcionar aminoacidos que son metabolizados por [ oxidacion,
ademas los medios se enriquecen con la agregacion de vitaminas del tipo B2 y B12
las que estimulan el crecimiento de la bacteria. Las bacterias necesitan también
fésforo y algunos iones metalicos durante los periodos de incubacion que es entre 4
— 14 dias, pero para determinados serovares este periodo puede ser superior a

cuatro semanas. El piruvato puede estimular el inicio del crecimiento de algunos

serovares con lo cual se puede acortar el periodo de incubacion®.

Los medios de cultivos que se utilizan pueden ser de tres formas: liquidos,
solidos y semisdlidos. En los medios de cultivo de tipo liquido el movimiento es de
rotacidon rapida sobre su eje longitudinal; en los medios de cultivo semisdlidos el
movimiento es en serpentina y horadacién, pero en medios sélidos solo reptan por la
superficie32. Los medios sélidos se utilizan con menor frecuencia; en la mayoria de
las veces los medios liquidos son utilizados para el mantenimiento de serovares

utilizados en las pruebas seroldgicas y los medios de cultivo semisélidos son los que
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resultan muy adecuados para el mantenimiento de serovares de referencia. Tanto
los medios liquidos, como semisdlidos son utiles para el aislamiento a partir de
muestras sospechosas. Los medios para el cultivo de cepas se clasifican de acuerdo
a los componentes que lo integran como son: con suero de conejo, con Tween y
seroalbumina bovina, Ellinghausen-McCulleugh-Johnson-Harris EMJH y sin

proteinas.®
2.1.5 RESISTENCIA DEL AGENTE ETIOLOGICO

Las leptospira son microorganismos unicelulares que para sobrevivir
necesitan condiciones adecuadas del suelo en cuanto al pH y las condiciones
ambientales (temperatura, humedad relativa), ya que estas bacterias son muy
sensibles a la desecacion, rayos solares directos, pH acido y alcalino, porque al
encontrarse con pH menor a 6 o mayor a 8 les inhibe su crecimiento y por tanto su
desarrollo. Una temperatura menor a 13 °C o mayor a 35 °C causa la muerte de
forma muy rapida, las sustancias quimicas con las que podemos matar o inactivar a
las leptospira son: fenol al 5%, alcohol al 70%, formol al 2%, acido clorhidrico 2%,
emulsién de creolina al 5%, sosa caustica al 2%, en aproximadamente 5 minutos,
solucién de acido sulfurico al 0.05%, , en 5 minutos, también son muy sensibles a la
solucion hiperténica de sal comun 2.8%, bilis, putrefaccién, y a la mayoria de
antibiéticos in Vitro o in vivo tales como: penicilina, estreptomicina, aureomicina y al

35-36 pitrogeno liquido a temperatura de menos 70 °C.*3

grupo de los macrolidos.

Cabe destacar que las leptospira en la orina que tiene reacciones acida
mueren rapidamente, es por esta sencilla razén de que en la orina de los seres
humanos no se disemina la infeccion mientras no sea diluida, pero no asi en la orina
débilmente basica como la de: suino, equinos y bovinos que eliminan durante

periodos largo la bacteria, en la orina acida muere rapidamente como es el caso de

los carnivoros®2.

Las leptospira para poder sobrevivir en el medio ambiente necesitan que este

posea las siguientes condiciones: humedad alta, temperatura de 25 — 28 °C, pH

neutro o ligeramente alcalino, presencia de materia organica, bajo estas condiciones
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y con un suelo saturado las leptospira son capaces de sobrevivir hasta 183 dias en
suelo, en el caso de suelos secos solo sobreviven 30 minutos. En el agua estéril
sobreviven hasta 3 meses 0 mas, en aguas alcalinas 1-2 semanas, en la orina
alcalina sobrevive 16 dias o mas, han sido reportado algunos casos de
supervivencia de leptospira en leche refrigerada 3 dias o menos, leche adulterada
con agua hasta 60 dias. En los tejidos no contaminados y guardados a 4 °C
sobreviven 3-4 semanas, en sangre no coagulada y desfibrinada mantenida a 20-25
°C viven de 3—6 semanas. En medios de cultivos, sangre y tejidos contaminados que
hayan sido congelados rapidamente a —70 °C se mantienen 5 afios o mas, también
esta demostrado que las bacterias de leptospira son capaces de sobrevivir en
musculo 13 dias, 12 dias en rifidon y higado, 8 dias en el bazo tras la muerte del

animal®2,

2.2 EPIDEMIOLOGIA

A como sabemos que la leptospirosis es considerada la Zooantroponosis que
posee distribucion mundial, por lo que el estudio epidemiolégico es muy complejo, ya
que hay un sinnumero de factores que influyen en la presentacion de esta
enfermedad por lo que se hace dificil el poder extrapolar entre diferentes regiones
geograficas, por lo que nos hemos visto obligado a tener conocimiento de los
factores ambientales, condiciones climaticas de la zona en estudio, interaccién entre
ser humano — animales — medio ambiente. Las distintas cepas patégenas pueden

afectar a los mamiferos, pero algunos actuaran solo como hospedador de

mantenimiento o accidental en funcion del serovar considerado.**

2.3 ESPECIES SUSCEPTIBLES

Blenden (1976) y Oliva et al. (1984), plantean que la gama de especies
susceptibles a la leptospirosis o0 portadoras de leptospira parecen interminables.
Casi todas las especies que se ponen a prueba estan infectadas dependiendo el
nivel de infeccion del tipo de medio ambiente. El hombre la padece, pero por

lo general no es reservorio.
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Abdusalam (1976), plantea también que se han aislado leptospira huéspedes no
mamiferos como pajaros, reptiles, peces y anfibios.

También se presenta en las especies de compania como lo demuestra Cornide et al.
(1985), en un estudio diagndstico de la leptospirosis en caninos en la provincia de
Guantanamo donde se investigaron 424 ejemplares enfrentados a 14 antigenos
vivos presentando reaccion positiva 120.

En sentido general, las especies de mayor importancia econémica (bovinos,

equinos, ovejas, cabras y cerdos) se afectan en menor o mayor grado.*®

2.3.1 HOSPEDADOR DE MANTENIMIENTO

Son aquellos que aseguran la perpetuacion de una poblacién determinada de
parasitos sin la intervencion de ningun hospedador accidental. A la poblacion de
mantenimiento se le llama reservorio continuo de un serovar en un ecosistema
determinado. Los mamiferos salvajes o domésticos actian como hospedadores de
mantenimiento de cada serovar o serogrupo de leptospira patégeno. Una especie

animal es capaz de ser reservorio de varios serovares y diferentes especies

animales pueden serlo de un mismo serovar.**

Segun conceptua Malajov y Alejin (1989), el reservorio (agente principal) de
las leptospira patdgenas en la naturaleza es la especie o conjunto de especies de
mamiferos en los cuales existe en una determinada etapa de su evolucién la
parasitacion con L. Interrogans; siendo los hospederos secundarios los que no
desempenan un papel sustancial en la conservacién de las leptospira en la

naturaleza.

Los reservorios sirven para mantener un foco de infeccién; los huéspedes
accidentales (animales y hombres que se infectan y muchas veces se enferman con

una leptospiruria corta) no son necesarios para mantener la continua existencia de
leptospira aunque su papel de diseminador de una zona a otra no es despreciable.42

Cuanto mas densa poblacion de reservorios es mas posible la infeccion, a veces

formando pequefios islotes de infeccibn en pequefios habitas. El promedio
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de vida del reservorio es un factor que puede extender su papel o limitarlo, tanto

mas larga la vida del animal mas oportunidad de infectar el medio ambiente.

Blanden (1976), establece una diferencia entre los términos huésped y
reservorio, ambos de importancia vital en esta enfermedad. Un animal huésped es
un animal infectado con determinado agente. Cuando la relacién huésped-agente
ofrece una salida a este ultimo (orina en la leptospirosis) el huésped se convierte en
reservorio. El reservorio, por lo tanto, es una entidad epidemiolégica de gran
importancia en el ciclo de transmision de la infeccion.

La leptospirosis es una zoonosis cuya ocurrencia depende de los reservorios y
factores ambientales. En Panama se demostré que la poblacién de bovinos se
encontraba expuesta a la infeccidbn por leptospira, donde los serovares mas

frecuentes fueron: bataviae, wolffi, hardjo, autumnanis, Bratislava y shermani.

Las reservas de leptospira entre los roedores (Rattus novergicus y Rattus
rattus) donde se lograron aislar 7 cepas de leptospira correspondientes a los

serogrupo icterohaemorrhagiae, hebdomadis y canicula; realizandose las pruebas

de patogenecidad correspondientes resultando dos cepas altamente pat(')genas.81

Por todo esto se concluyd que en condiciones naturales los roedores son en la
mayoria de los casos agentes de leptospira patégenas por lo que en Cuba es
indispensable considerarlos como principal fuente de infeccion de esta enfermedad.
Silva et al. (1982), investigaron la presencia de la leptospira en murciélagos de
Cuba, investigando 564 ejemplares del orden Chiroptera, 59 sueros (26 %)
reaccionaron positivamente ante 14 serogrupo de L. Interrogans reportandose la

circulacion del agente causal de la leptospirosis entre los murciélagos de Cuba.

2.3.2 HOSPEDADORES ACCIDENTALES

Se dice que cualquier mamifero puede ser hospedador accidental de leptospira,
pero debe poseer las caracteristicas siguientes:
e La transmision se da entre individuos de una misma especie y de forma

esporadica.
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e Los signos clinicos que se presentan son de forma aguda a grave (hepatitis,
crisis hemolitica).

e Leptospiruria solo dura algunas 2- 3 semanas.

e Las muestras para un diagnostico claro es el animal enfermo.

o Bajo porcentaje de animales seropositivos32.

2.4 FUENTES DE INFECCION

La forma de contaminacién a los seres humanos es por contacto directo con
animales enfermos o de forma indirecta por contacto con orina de animales
enfermos, también por ingesta de alimentos y aguas contaminada, leche cruda,
descarga vaginal, fetos abortados. A las personas que se desempefnan como
veterinarios, trabajadores de mataderos, médicos de inspeccion de carne, granjeros,
trabajadores de control de roedores son las personas que estan mas expuestas a
contraer la enfermedad o infestarse por la estrecha relaciéon y convivencia con
animales enfermos. Los seres humanos que estan expuestos a contraer la
enfermedad son los trabajadores que de una forma u otra mantienen contacto
directo y/o indirecto con los animales: Mineros, soldados, trabajadores de higiene y

pesca, trabajadores de ferias de animales y de canal, arroceros, cortadores de cana

de azUcar entre otros!’.

Los animales sanos son infestados por medio del contacto directo con animales
enfermos. Otra fuente de contaminacion, pero indirecta la constituyen la orina de
animales enfermos, el agua, leche, forrajes, pastos, tejidos de animales, descargas
posparto, saliva, semen, instrumentos quirurgicos, asi como vectores siendo los
roedores (ratas y ratones), los mas importantes por la condicion de ser reservorios

de esta enfermedad de forma natural®2.

A continuacién describimos como es que las leptospira son capaces de
mantenerse en el agua; orina; leche; tejido animal; descargas posparto y como
podemos contaminarnos los seres humanos y los animales por el simple contacto

directo o indirecto con estos materiales:
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AGUA: Las leptospira son capaces de mantenerse en el medio siempre y
cuando este posea las condiciones adecuadas de supervivencia, es por eso que
debe haber entre el medio y estos microorganismos una buena vinculacion, ya que
al propiciarle una humedad relativamente alta y una temperatura a su punto optimo
tendran un efecto beneficioso para la bacteria, porque si la temperatura del agua es
baja disminuira la multiplicaciéon, pero alargara el tiempo de supervivencia, en
cambio si la temperatura es alta propicia la multiplicacion y acorta el tiempo de
supervivencia. Las leptospira son capaces de sobrevivir y mantener su capacidad
infectante en el agua durante 22 dias, es por estas razones de que los brotes son
frecuentes en épocas lluviosas a como suponemos que es lo que ocurrié en 1995 en
el Sauce y Achuapa, también cabe destacar que hubo una nueva reactivacién en
1998 por el huracan Mitch. Estas bacterias no son capaces de sobrevivir en todas

las aguas, sino que dependen del tipo de pH y la salinidad.

ORINA: Muchas infecciones en ultima instancia se deben a la contaminacion

con la orina de los animales enfermos, portadores o reservorios; siendo el pH el
factor determinante de la supervivencia de las Leptospira en la orina.*® Ellas no

pueden sobrevivir en pH acido, por eso, algunos autores plantean que la orina del
hombre y la de los ratones y ratas no son fuentes de excelencia para la infeccion al
no ser que sean diluida por agua. 50 |a orina de los bovinos se considera como la de
mayor excelencia para una fuente de infeccion ya que su orina es de pH alcalino lo
que favorece la supervivencia del germen y en 1 ml de orina puede contener hasta
100 millones de microorganismos de Leptospira. Ademas, la orina de muchos

animales presenta aglutininas y lisinas especificas, cuya presencia causan una

disminucion en el tiempo y del nimero de microorganismos.3?

LECHE: Las hembras que estan enfermas y en periodo de lactacion son
capaces de eliminar las leptospira por la leche, pero aqui sobreviven muy poco
tiempo debido a la existencia de sustancias antimicrobianas, también cabe
mencionar que los seres humanos se han infestado al consumir leche cruda de

animales infestados y/o convalecientes hasta tres dias después del ordefo.
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TEJIDO ANIMAL: Los microorganismos son capaces de sobrevivir en los
animales que han muerto, ya que no dependen del pH posmorten, ni del efecto
antagonico con otras bacterias, es por eso que las leptospira son capaces de
sobrevivir y mantener su capacidad infectante en los tejidos de animales en los

mataderos y fetos abortados.

DESCARGAS POSPARTO: Ha quedado demostrados que las descargas
pos-aborto se convierten en fuente de contaminacion, ya que las leptospira son
capaces de mantener su capacidad infectante 8 dias después de haber pasado el

proceso de post infeccion®?.

SALIVA: Desde que fue comprobada la infeccion en el humano tras
mordeduras de animales como la rata o el perro, la saliva ha sido considerada como

posible fuente de infeccidon. También se sospecha los lamidos de los perros a los

nifios, con la lengua contamina mecanicamente, podria ser una forma mas.*0

2.5 FACTORES ASOCIADOS A LA INFECCION SON:

DEPENDIENTES DEL AGENTE ETIOLOGICO

A) Resistencia a condiciones medioambientales: la supervivencia del
agente depende de la existencia de una humedad relativa alta, temperatura 6ptima
entre 24-25 °C, pH neutro o ligeramente alcalino y presencia de materia organica. >°
Siendo estas condiciones indispensables para la existencia de la infeccion en una
region geografica. Por ello, las areas con lagunas, riachuelos (bebederos en general)

donde se congregan un gran numero de animales, son las que mas frecuentemente
estan implicadas en los focos de Leptospirosis. 393! En este sentido, existen
diferencias entre serogrupo O serovares como pomona que e€s mas capaz de

sobrevivir mejor en zonas aridas que hardjo.*

Estos factores ambientales propicia la existencia de una cierta estacionalidad

en la presencia de la enfermedad, siendo mas frecuente en otofio en paises
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templados y en invierno en los paises tropicales y subtropicales; épocas ambas de

lluvias.*8

B). CAPACIDAD INFESTANTE: Esta presentan una capacidad muy variable
ya que esta en funcién del serogrupo o serovar, porque unos serovares son capaces

de sobrevivir en un pais o region determinada y otros no.
DEPENDIENTE DEL HOSPEDADOR

A). EDAD: Los estudios realizado por Ellis y Michna, (1976) revelaron un 40
% de seropositividad con anticuerpos leptospirales en terneros hasta un ano de edad
y 72 % en los adultos de hasta tres afios de edad, donde ésta ha sido relacionada
con el estado de portador renal en la ultima; mientras los animales pequefos se
caracterizan por eliminar mayor cantidad de Leptospira en su orina. En bovino, la
morbilidad se calcula hasta 75 % en los adultos y hasta 100 % en los terneros,

donde en este dltimo la letalidad es de 5 %.°* En los seres humanos la presentacion

52 otros pronostican entre 20- 49

se frecuenta en las edades entre 20-40 anos,
afios®®. En humano la mayoria de los autores platean que entre 90-95 % de los
casos de Leptospirosis corresponde a la forma anicterica®® y de 5-10 % representa

la forma ictérica (Sindrome de Weil) >4

B). GESTACION: el aborto se produce en los Ultimos estadios de gestacion
entre el 6-9 mes, por o que muchas veces se supone y se confunde con brucelosis,
la infeccion parece producirse varias semanas antes, ya que el periodo de
incubacion en el caso de aborto suele ser largo, ademas que el aborto es casi

siempre causado por serovares accidentales y se debe al un aumento en la

temperatura de la hembra gestante. 3°

C).ESTADO INMUNITARIO: En sentido general, un

animal expuesto previamente, es refractario a la reinfeccién de este mismo serovar

aunque los niveles de anticuerpos en sangre hayan bajado.3? También tiene relacién

Tesis elaborada por: Jorge Luis Quintana Lira 24



con el nivel de inmunoglobulina (Ig A e Ig G) ya que aumento de estos en la orina

hace disminuir la cantidad de Leptospira que se elimina en ella.®®

D). FACTORES GENETICOS algunas cepas de ratones parecen tener mas
resistencia a la infeccion siendo la letalidad baja en este grupo y la proteccion que se
desarrolla es mas duradera. También esta conclusion fue hecha en terneros de

diferentes grupos donde algunos mostraron signos benignos transitorios mientras

hubo letalidad en los otros.>°

DEPENDIENTE DEL MEDIO

a). ALIMENTACION: A los animales que han sido alimentados con ensilaje
de grano como suplemento, provoca que el pH bajara a nivel acido, con lo que se

refleja la eliminacion de poca leptospira en orina,

b). INFECCIONES CONCURRENTES: Se ha demostrado que después que
un animal sufre de una infeccion cualquiera, hay un aumento a la receptividad de
que estos animales contraigan la leptospirosis, debido a que el sistema inmunitario

esta bajo o débil.

C).APTITUD Y MANEJO: En la explotacion ganadera, se plantea que por la
separacion temprana de los terneros de sus madres en la industria lechera hace que
en estos animales la Leptospirosis sea mas frecuente que en los de carne, una vez
introducida en la explotacion, convierten en alto factor de riesgo para ellos. Ademas

el sistema intensivo que se practica favorece la transmisién entre ellos por el

hacinamiento.*®

2.6 VIAS DE TRANSMISION

Las dos vias principales de transmision son: Directa e Indirecta.

HORIZONTAL DIRECTA: Es la mas frecuente en aquellos casos de serovares

adaptados como es el caso de hardjo.
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1). CONTACTO DIRECTO: Al haber una convivencia de los animales sanos
con los enfermos o asintomatico estos ultimos se convierten en hospedadores de
mantenimiento y son capaces de infestar a los animales sanos. Esta via de
transmision se considera fundamentalmente en aquellas especies cuyo habitat se
encuentra en areas de condiciones climaticas favorables.

2). NUCLEOS GOTICULARES: Son de gran importancia debido a que las
gotas de orina se dispersan a varios metros del animal que orina, pudiendo asi
contagiar un animal enfermo a un sano por la via inhalatoria, conjuntival o contacto

con piel lesionada.

A. Fémites: El agua, alimentos, pastos y suelos contaminados pueden facilitar el
contacto entre el animal- humano y el agente. La forma importante y mas

frecuente para la infeccibn humana y animal es el contacto de la piel o las
mucosas con aguas o barro contaminados con orina.*® y el contacto con
érganos de animales enfermos en el matadero.®® Los pastos contaminados
juegan un papel importante para la transmision intra e Inter.-especie. 57

B. Vectores: Diversos autores han evaluado la hipotesis de que los artrépodos

podrian jugar un papel relevante en la transmision mecanica del agente.49

VERTICAL.

A. Transplacentaria: El agente puede atravesar la placenta durante el periodo
de Ieptospiremia57, tal y como se ha demostrado tanto en el ganado bovino, el
cerdo y en el ser humano. °® Un caso especial seria la posibilidad de la
infeccion del feto en el momento del parto, si esto no ha ocurrido
anteriormente durante la gestacion.33

B. Galacté6fora: Puesto que la infeccién por L. hardjo y L. pomona pueden

producir una mastitis clinica, los microorganismos presentes en la glandula

mamaria podrian ser excretada con la leche e infectar al ternero por via oral.

5" En caso de ser humano, esta forma de transmision es poco estudiado, pero

si hay informes al respecto.>®
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C. Via oral: En humano, por la ingestion de alimentos contaminados con la orina

de animales enfermos o de reservorios. Antes se consideraba como una via

importante, pero hoy se le da poco valor como modo de transmision.>?

2.7 PATOGENIA

Las Leptospira son muy invasivas debido a la produccion de enzimas o a
factores mecanicos, como la motilidad por excavacién y a su tropismo organico.
Ambas causas se han sugerido como mecanismos por los que éstas alcanzan sitios
normalmente protegidos del organismo, como el liquido cefalorraquideo (LCR) vy el
ojo. La capacidad lesional de estos gérmenes puede ser debida a factores toxicos

(hemosilina, fibrolisinas, lipasas) y endotoxinas (catalasa, hialuronidasa).®°

Las Leptospira penetran en el organismo animal o humano, mediante la
ingestion de los alimentos contaminados o agua, o a través de las membranas
mucosas de 0jo, boca, fosas nasales, vagina y pene, o a través de la piel danada
(erosiones y magulladuras) o piel intacta, pero reblandecida por el agua, piel
escoriada.®! El agente se difunde a partir del punto sin dejar lesién, invadiendo la

torrente sanguineo, multiplicandose en éste y en el parénquima hepatico durante un
periodo de incubacién entre 2-30 dias segun sea el caso, circulando en la sangre

provocando leptospiremia por al menos 7 dias,®331-32

se caracteriza por fiebre,
anorexia, disnea y postracion es en este instante en que las leptospira alcanzan el
torrente circulatorio es como logra llegar a los érganos internos: higado, rifién, utero
gravido, vagina, ovarios, oviductos, membranas fetales, glandula mamaria, en el
macho los testiculos, epididimo y vesicula seminal donde ocurre dafo tisular mas o
menos severo, pero esta en dependencia del serovar involucrado. Debido a que
llega a glandulas mamaria la eliminacion de leptospira se puede dar por la leche y se

puede presentar dafio funcional de algunos 6rganos (higado, bazo o celebro) 3132

especialmente en animales jovenes. 32

La aparicion de anticuerpos especificos detectables aproximadamente a los

10 dias de la infeccion 32 junto a la accion leptospiricida de las beta-macroglobulinas
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del suero y la accién del complemento (fagocitosis) y la lisozima,®® hacen que
desaparezcan las leptospira en torrente sanguineo3° pero, se localizan en
diferentes 6rganos, tales como: la camara anterior del ojo, las meninges y el rifidén
donde los anticuerpos tienen poco acceso y en el utero gravido (esto hace que se

produzca aborto).

Los signos de la enfermedad aguda generalmente coinciden con la fase de
leptospiremia,®® donde estos pueden atribuirse a la existencia de determinados
factores de patogenecidad bacteriana, como las hemosilina y las lipasas®® siendo la
primera causa de la anemia.®® Estos factores son mas frecuentes en determinados
serovares como: pomona o grippotyphosa.®® Mas tarde, se le suma la accion de los
anticuerpos situados en la superficie eritrocitaria que sensibilizan al eritrocito,
causando su rotura-anemia.®® Durante esta fase (leptospiremia) ocurre una reaccion
inflamatoria en la mama (mastitis). La hemdlisis producida por la hemosilina y por el

dafio hepato-celular se le atribuye a las causas isquemias y toxicas —ictericia.®®

Tras esta fase, las leptospira se acantonan en el rifién, lugar de dificil accesos
para los anticuerpos, la ubicacion en los tubulos renales se ve facilitada por la
produccién de ureasa por parte de las Leptospira.®® Posteriormente, se multiplicaran

49-63

en la luz de los tubulos contorneados renales, principalmente en las

proximidades de la microvillocidades, 2 donde la nefritis esta provocada por el dafio

capilar y la produccién de determinadas endotoxinas y hemosilinas, que terminan
por producir anoxia y nefrosis hemoglobinuria, por la posible isquemia debida a la

agregacioén intravascular de hemoglobina que obstruiria los capilares y también por
la presencia de mononucleares infiltrados por una reaccion auto inmune,®® lo que da
lugar a la tercera fase (leptospiruria) que puede tener caracter continuo o
intermitente y de duracion variable segun la especie afectada.®’ El bovino puede
tener una leptospiruria hasta 7 meses; equino de 2-3 meses, el cerdo hasta un afio;

perro hasta 6 meses o mas; roedores toda la vida.%®
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La localizacion de agentes patdgenas en el higado y humor acuoso complica
el cuadro y el desenvolvimiento clinicos pudiendo sobrevenir la muerte por
insuficiencia hepatica o uremia. También el aborto es causa de la fiebre y la reaccion
sistémica general, por el paso de hemosilina y otras toxinas a través de la placenta
destruyendo los eritrocitos fetales y los cambios degenerativos microscépicos en la

placenta interfieren en el intercambio fisiolégico entre la madre y el feto, pudiendo

originar la muerte fetal. %°

Siempre hay que tener en cuenta que, en algunos casos, la aparicion del

aborto es muy posterior al momento de la infeccion 63

2.8 SINTOMATOLOGIA

El periodo de incubacion generalmente es de 2-30 dias, que a veces es de 5-
14, los sintomas son muy variables (van Thiel, 1948), dependiendo de la especie

animal, el serovar infectante, la virulencia del germen y la inmunidad del

hospedero?®

En bovinos se presentan de la siguiente manera:

Frustrada: Cursa con hemoglobinuria, sin ictérica y cura posteriormente.

Sobreaguda: Se caracteriza por la aparicion repentina de fiebre alta,

68 anorexia, altos

hemoglobinuria, ictericia, 68 disnea por congestion pulmonar,
niveles de urea en sangre y de albimina y bilirrubina en orina. 4°%® Generalmente,

acaba con la muerte del animal en 3-5 dias, siendo los terneros los mas afectados;

aunque en hembras prefiadas provoca aborto por la pirexia y la desaparicion
practicamente de la produccién lactea (sindrome de la caida de la leche). *° Los

serovares que mas causan esta forma son: L. grippotyphosa, L. pomona, L.

icterohaemorrhagiae y L. autumnalis, por lo que nunca se producen el portador

crénica; por ser clasificado como serovares no adaptados. "°
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Aguda: Es frecuente en los terneros, casi siempre mortal. Presenta: anorexia,
laxitud, fiebre, 40,5-41,5 0C. , posteriormente se presenta la hemoglobinuria,

ictericia, septicemia, hemorragias petequiales en todas las membranas mucosas,
anemia. 2 Al principio, se puede presentar diarrea, en algunos casos sanguinolentas
y/o amarillentas y con olor fétido, pero mas tarde puede haber estrefiimiento. '* Rara

vez afecta a los adultos.

Subaguda: Lo mismo que la forma aguda pero de menos severidad, puede

ser subclinica excepto en los animales gestantes y/o en lactacion, en los que pueden
aparecer abortos y sindrome de la caida de la leche®® y a veces la leche parece el

calostro, o contener coagulos de sangre y el recuento de sus células blancas son
muy altos. A la palpacion las ubres blandas y los cuatro cuartos afectados

pueden parecer normales. También aparece ictericia o no, disminucion de la rumia,
fiebre (39-40,5 °C) y anorexia.3®* En algunos casos, también se ha observado
meningitis y dermatitis necrética.3! El aborto puede ocurrir de 3-4 semanas después

de la infeccion.

Forma croénica: Casi siempre esta relacionado con L. hardjo y en algunos
casos L. pomona sin manifestacion clinica. 2 Caracterizada por la aparicién de
abortos, retencion de placenta, mortinatos, nacimientos de animales débiles. *° El
aborto puede ocurrir en esta ultima etapa de la gestacién entre 6-9 meses y el
animal elimina el germen por la orina durante un largo periodo. "3 También el animal

puede mostrar incoordinacion, salivacion y rigidez muscular.
2.9 LESIONES ANATOMOPATOLOGICAS

Las lesiones que aparecen en la Leptospirosis no son patognomonicas, por lo

gue no puede basarse en ellas para el diagnéstico de la enfermedad. 4

Segun el serovar de leptospira y el huésped afectado las lesiones pueden

variar en intensidad y extension.
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Haciendo una descripcion muy general plantearemos lo mas caracteristico: en la
forma aguda son constantes la anemia, ictericia, hemoglobinuria, hemorragias

submucosas y subserosas, necrosis de la piel; de los ollares, de la cavidad nasal y

bucal. ®

En la necropsia se observa acumulo de liquido serolo-gelatiliforo rojizo en el
tejido subcutaneo, El higado puede estar aumentado de tamafo y friable, con

pequefas areas de necrosis focal y palidez hepatica, o color amarillenta, vesicula
biliar llena, espesa y viscosa de color pardo o verde oscuro, 6 bazo de tamario
normal o ligero de color amarillento, 76 |esiones muy variables desde lesiones blanco
amarillento en la superficie. En los pulmones puede haber edema y enfisema y focos
hemorré\gicos,76 el musculo cardiaco degenerado y en algunos puntos hay

hemorragias. Los rinones muestran su lesién mas significativa en forma de infartos

rojos o blancos que causan un moteado de la corteza. En casos fulminantes se
observan petequias en el epicardio y ganglios linfaticos.'® En las nefritis intersticiales

progresivas se caracterizan por zonas elevadas, blanquecinas y de pequefio tamafo
en la corteza renal. Histopatolégicamente se comprueba nefritis intersticial difusa o

focal, necrosis hepatica centrolobulillar y en algunos casos lesiones en meninges y
cerebro. Pueden apreciarse las leptospira en cortes de rifion.”? También se pueden
encontrar edematosos de color rojizo o pardo oscuro con nefritis intersticial, lesiones
necréticas e ictéricas por toda la superficie, también hemorragia.’”® En los casos
crénicos la corteza renal presenta gran cantidad de focos fibréticos blancos.8* En la

mucosa del abomaso pueden encontrarse Ulceras y hemorragias. La vejiga, llena de

orina turbia o rosada, los ganglios tumefactos y las mucosas intestinales pueden
estar inflamadas.”® En los fetos abortados se observan congestion generalizada y

deposiciones liquida.>®

2.10 DIAGNOSTICO
El diagnostico de esta enfermedad no es nada sencillo, a pesar de que

existen en la actualidad una serie de pruebas laboratoriales disponibles. EIl

diagnostico se vuelve dificil por las caracteristicas intrinseca de las leptospira y a la
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epidemiologia. Las pautas a tomar para llevar a cabo un diagnostico claro, bueno y
preciso se debera hacer tomando en cuenta la epidemiologia, sintomatologia clinica
y el diagnostico de laboratorio. Aunque en si el diagnostico deberia basarse en el
aislamiento, cultivo e identificacion de la bacteria, pero las exigencia de este
microorganismos tales como crecimiento lento y dificil no nos permiten aplicar estas
técnicas diagnosticas por lo que se opta llevar a cabo estudios epidemioldgicos
como este donde el objetivo es la obtencion de un resultado de Seroprevalencia y

tipificacion de serovares circulantes.

Debemos tomar en cuenta que el diagnostico epidemiolégico debe contener lo
siguiente:

% Antecedentes de la region en estudio (casos positivos de leptospira).

% Factores climaticos (precipitacion pluvial, temperatura, humedad relativa,

desastres naturales).

+» Presencia de otras especies domésticas ejemplo. ovejas, perros, cerdos etc.

% Control de animales silvestres portadores.

+ Si el rebano comparte el bebedero con otros animales silvestres

% Edad y sexo de los animales afectados

% Sintomatologias predominantes y caracteristicas de los signos clinicos.®?

El diagnostico clinico es muy dificil debido a los sintomas inespecificos que posee

esta enfermedad y mas aun por el curso que es casi siempre asintomatico.

El diagnostico laboratorial se puede hacer con las distintas técnicas
serologicas que existen y son utiles tales como:

- Técnicas indirectas que nos permiten detectar anticuerpos a leptospira: MAT; -

Fijacién del Complemento; ELISA; Hemoaglutinacion Indirecta; PCR.

- Técnicas directas que estan encaminadas a detectar leptospira o sus antigenos y

acidos nucleicos en las distintas muestras: Observacion en microscopio de campo
oscuros;  Tincidbn  Argénica; Técnica de tinciobn  Inmunohistoquimica
(Inmunofluoresencia, Inmunoperoxidasa, Marcado de particulas de oro); Técnica de

deteccion y estudio de acido nucleico, Aislamiento.

Tesis elaborada por: Jorge Luis Quintana Lira 32



En caso de muestras procedentes de fetos, las técnicas directas estan mas
indicadas que las indirectas, ya que el diagndstico individual cobra mayor
importancia. Para las muestras procedentes de animales adultos, las técnicas
indirectas se utilizan mas frecuentemente pues son mas sencillas de realizar y su
costo es menor. 3 Los animales vivos, se enviara sangre y leche en fase aguda de
la enfermedad y orina en la cronica. De los fetos, los érganos de eleccion son:
higado, rifidn, cerebro, glandula adrenal y pulmén, asi como cualquier fluido interno.
33 | os animales muertos y sacrificados, las muestras que se deben enviar son:
cerebro, médula espinal, LCR y ojo cuando hay sintomas nerviosos, y la mayoria de
los 6rganos parenquimatosos en los casos que cursan con ictericia (higado, rifion,

bazo etc.) 3 y la vejiga y su contenido, humor acuoso, aborto y contenido

estomacal.*®

El método seroldgico de referencia y el utilizado en este estudio investigativo
es la técnica de MAT. El MAT se emplea para la deteccion de anticuerpos en sueros
de animales sospechosos o enfermos, estos sueros reaccionan con antigenos vivos
de leptospira de 10 dias de crecimiento en medio liquido EMJH con enriquecimiento.
La técnica de MAT fue ideada por Martin en 1917 y Pettit 1918 quienes lograron
describir el fendbmeno de aglutinacion y lisis con suero; a partir de esa fecha este
método ha sido modificado y mejorado por distintos autores tales como los que cito a
continuacion: Schiffner y Mochtar, 1926; Borg-Peterson y Fagroeus, 1949; Wolf,
1954; Carbrey, 1960; Galton, 1965; Cole, 1973; Suzer y Jones, 1973; estas
personas son quienes lograron estandarizar factores como: tiempo, temperatura de
incubacion, punto de corte, concentracion de antigeno y la edad de siembra, a la vez
estos fueron quienes demostraron que no se producia lisis a como se pensaba en la

antigiedad, sino aglutinacion.

Esta técnica posee una sensibilidad de 92% y una especificidad de 95%,
ademas el valor predictivo positivo es 95% y negativo 100%. Para llevar a cabo el
MAT es importante utilizar cultivos de 4-8 dias de edad, ya que esto nos permitira
obtener resultados mas confiables y no tendremos titulos por debajo lo cual se debe

a reacciones inespecificas.
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Los titulos de anticuerpos del suero sera la dilucion mas alta en la que encontremos
50% de aglutinacién; el punto de corte mas recomendado es en bovinos 1/100 y

para perros, felinos, ovinos, suinos y equinos 1/50.

2.10.1 DESVENTAJAS DEL MAT

» No distingue anticuerpos vacunales de los de infeccion.

» Resulta dificil su estandarizacion porque su valoraciéon es subjetiva.

= Requiere el mantenimiento de cultivos de leptospira.

* No siempre detecta a los animales infectados, en especial cuando el serovar

implicado L. hardjo que presenta poca antigénecidad.

2.10.2 VENTAJAS DEL MAT

=  Sencilla de realizar.

= Poco costosa

Las técnicas bacterioldgicas brindan resultados muy importantes debido a que
nos permiten observar, aislar e identificar el microorganismo, pero son muy
complejas. Muchas veces los diagnésticos laboratoriales deben basarse en el
conocimiento de la patogenia de la bacteria y de sus propiedades.

Otras de las utilidades que tiene la técnica del MAT es que ademas de detectar

anticuerpos antileptospira en el suero, identificar los aislamientos, clasificar las

cepas y servir de base para evaluar otros métodos seroldgicos. 30

2.10.3 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Para llevar a cabo este tipo de diagnostico debemos poseer informacion
profunda de la poblacion en estudio, dicha informacion debe haber sido recabada a
través de una buena anamnesis que tome en cuenta antecedentes particulares y
presencia de sintomas o patologias en los animales 15-20 dias antes de tomarles la

muestra.
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En Bovinos se deben diferenciar con cuadros que cursan con: hemoglubinuria,
hematuria, hemdlisis, aborto, Mamitis y disminucién de la produccion lactea como:
Anaplasmosis, Babesiosis, Pasteurellosis, Brucelosis, Listeriosis, Vibriosis,

Trichomoniasis, Toxoplasmosis, IHBB., intoxicacibn por cobre y "rapum",

hemoglubinuria posparto’? y trastornos alimentarios.

2.11 PROFILAXIS Y TRATAMIENTO

Para que las medidas que se quieren tomar sean efectivas para el control de
la enfermedad en cuestion, es sumamente imprescindible la identificacion lo antes
posible de los animales afectados, asi como el serogrupo y/o serovar actuante,
puesto que la presencia de un serovar u otro depende principalmente de la

existencia de su hospedero de mantenimiento especifico y segun sea el hospedador,

las medidas de control seran diferentes. °°

2.11.1 PROFILAXIS

Desde el punto de vista epidemioldgico, la Leptospirosis es una enfermedad
dificil de controlar ya que el microorganismo se puede albergar en el rindn y ser
eliminado en la orina de muchos animales, perpetuandose entre ellos el estado de
portador. Sin embargo, se deben realizar esfuerzos para conocer la prevalencia de

serotipos especificos en una determinada poblacion y describir los focos de contagio

a fin de evitar aparicién de nuevos casos'*

2.11.2 INMUNOPROFILAXIS

Dentro de la inmunoprofilaxis se puede considerar tanto la vacunacion como la

inmunizacion pasiva con suero hiperinmune.49

3

La vacunacion es una practica muy extendida en muchos paises, 3! para

|33

algunos autores, la mejor herramienta de control.”>> Sin embargo, presenta una serie

de inconveniencias en primer lugar:
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Las vacunas comerciales son baterinas®® y no proporcionan inmunidad
cruzada entre serovares distintos y sola permiten una proteccion limitada frente a
cepas distintas de un mismo serovar. Los serovares y las cepas varian entre paises,
por lo que la proteccion ofrecida por las vacunas elaboradas con cepas de otro pais
0 region, en otras regiones puede ser poca eficaz. 31
En segundo lugar, diversos estudios sobre las vacunas existentes, han demostrado
que tanto monovalente, bi y hasta pentavalente, no evitan la infeccion, la migracion
al utero y oviducto ni la persistencia de la infeccion renal y por con siguiente,
tampoco evitan la leptospiruria ni el nacimientos de algunas crias débiles vy

mortinatos.>°

A pesar de estas limitaciones, la vacunacion sigue siendo parte importante del

sistema control en los rebarios.”®

Little et al., (1992) demostraron que un programa de vacunacién de todo un
rebafio (bovino) durante cinco afios, es posible el control de las infecciones por L.
hardjo y su eliminacién del rebafio. También, se considera que el calendario de

vacunacion debe ser al principio del periodo seco y en el parto, puede disminuir las

pérdidas econdmicas por abortos.’®

Primo vacunacion: se vacunan todos los animales del rebafio, machos, hembras y
terneros. Segunda dosis a los 21 dias de la primero. Revacunacién en forma anual o
semestral de acuerdo al productor.

Machos: vacunar antes de entrar al servicio para proteger al rodeo.

Hembras: vacunar antes del servicio y previo al parto.

Terneros: vacunar a los 2 meses de edad y luego revacunar en dependencia del
productor.®

La otra variante es la vacunacion total del rebafio y luego tratar con

dihidroestreptomicina 2 mg/kg. a todas las vacas preﬁadas.79
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2.11.3 PROFILAXIS HIGIENICO-SANITARIO

La profilaxis higiénico-sanitario es esencial en el control de la leptospirosis en
una poblacién humana y animal, pero siempre ha de formar parte de un sistema
general de control, junto con la vacunacién y el tratamiento, ya que ninguna de estas
medidas son eficaces por separado.>® Las medidas higiénicas- sanitarias deben
basarse en dos puntos esenciales: el control de hospedadores de mantenimiento
silvestres y el control de hospedadores domésticos.3®* También los factores
ecoldgicos que influyen en la epizootiologia de la Leptospirosis como: densidad alta
de poblacién animal, su migracion natural o planeada, las caracteristicas
geograficas, agrondmicas y meteorolégicas del ambiente y los cambios estacidénales

deben tomar en cuenta. 8°

Algunas de las medidas principales recomendadas por varios autores son:

« Educacion y difusion a las poblaciones en especial las de alto riesgo sobre la
forma de contagio y como evitar la enfermedad.

e Proteccion individual de los trabajadores como: ganaderos, trabajadores de
alcantarillados, obreros agricolas veterinarios, arrozales, cafieros etc.
mediante el uso de calzado y vestimentas apropiadas (botas, delantales
guantes, antiparras, tapaboca) segun la tarea que se desempefien.

« Higiene personal y del ambiente doméstico, se debe impedir el ingreso de
animales al interior de los domicilios asi como a los galpones de produccién o
almacenamiento de alimento se debe hacer hincapié en la higiene y
desinfeccién en los locales de ordefio etc., con hipoclorito de sodio.

o Buen drenaje o relleno de terrenos bajos o facilmente inundables de residuos
liquidos y agua pluviales.

o Se debe prohibir tanto a la poblacién humana como animal beber o bafarse
en agua de rios, charcos y lagunas posiblemente contaminados con el
agente.

« Disposicion, colecta y eliminacion de los residuos (recipientes apropiados,
colecta permanente y coordinada con la poblacion, relleno sanitario correcto y
en condiciones).

« Control ecologico de la poblacion animal salvaje.

Tesis elaborada por: Jorge Luis Quintana Lira 37



« Aislamiento de los animales domésticos.

o Tratamiento especifico de personas y animales enfermos segun los
esquemas terapéuticos.

e Drenaje, canalizacion de cursos o espejos de agua que tienden a provocar
inundaciones o que representen posible focos de esta enfermedad.

e Realizar estudios epidemiolégicos para tener nocion sobre prevalencia de la
enfermedad en la especies asi como para saber que serogrupo o serovar esta
circulando.

o Desratizacion general de la explotacién y construccion de edificio * a prueba
de roedores’.

e Reducir el pastoreo conjunto con otras especies domésticas y con otros
rebafos.

« Mantener una politica de ciclo cerrado y en su defecto someter a la
cuarentena estricta a los animales de reposicion que entran nuevos en la
explotacion.

e No separar las crias de las madres después de parto (bovino).

e Evitar el uso de machos enfermos para la monta directa.

« Las mascotas deben vacunarse anualmente.

« Realizar informe anual sobre la situacion de la enfermedad en el territorio. ©

2.12 TRATAMIENTO EN BOVINOS

El objetivo primordial para el tratamiento contra la infeccidon por Leptospirosis,
es controlar la infeccion antes del dafo irreparable que puede ocurrir en el higado y
rindn. Practicamente todos los antimicrobianos tienen efecto sobre la infeccion por
leptospira, excepto de las sulfonamidas y el cloranfenicol en animales.®® Los
antibioticos mas recomendados  son: dihidroestreptomicina, penicilina,
estreptomicina, oxitetraciclina, tetraciclina, etc. 49
Ademas de los antibidticos, en dependencia de la gravedad y sintomatologia se
admite la aplicacién de: transfusidn sanguinea, analgésicos, sueros hiperinmune y
gammaglobulinas.
En bovino, un trabajo relativamente reciente propone la amoxiclina como opcion a la

dihidroestreptomicina en el tratamiento de ganado infectado con L. hardjo.
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2.13 DOSIFICACION

Dihidroestreptomicina: 25mg/kg./5 dias /IM.
Estreptomicina: 12-25mg/kg./ dos veces al dia por 3 dias / IM.

Estreptomicina: 25mg/Kg. una sola vez durante |la fase de leptospiruria.

Clorhidrato de tetraciclina: 11mg/kg./5 dias
Tetraciclina: 15-25 ml/kg./4 dias / IM.
Oximicina: 100g/5 dias / IM.

Transfusion sanguinea 5-10 L/450kg en caso de anemia hemolitica.
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3. DISENO METODOLOGICO

El presente trabajo investigativo se llevd a cabo en Achuapa por presentar
esta zona brotes recurrentes de leptospirosis en humanos y en estudios de
identificacién de leptospira en animales también han salido reactores positivos en
diferentes especies, por ende se asocié ambos resultados y se tomaron muestras en
bovinos en donde se habia encontrado casos positivos en afnos anteriores de

leptospirosis en humanos

3.1. Lugar de Estudio
El presente estudio se llevd a cabo en las siguientes comunidades: Wisquili, Rio
arriba, La Calera, Achuapa, Ojo de agua (Municipio de Achuapa Departamento de

Ledn).

3.2. Universo del estudio
Todos los Bovinos de las comunidades bajo estudio del municipio de Achuapa del

departamento de Ledn.

3.3. Poblacion de Estudio
Todos los bovinos que se encontraron alrededor de ocho casos positivos reportados
en humanos presentados en afos anteriores hasta el 2009 en el municipio de

Achuapa de Ledn

3.4. Criterios intrinsecos

En las comunidades de Achuapa los bovinos en su mayoria son criollos, los demas
son un cruce de Pardo — Brahaman, se alimentan de diferentes tipos de pastos
como Taiwan, cafia de azucar, jaragua, rastrojo entre otros, su fuente de agua son

las quebradas, ojo de agua y rios.

3.5. Criterios extrinsecos
Las comunidades de Achuapa son rurales y su ganaderia actualmente
cuenta con sistemas productivos artesanales e intensiva, en donde no presentan

buenas practicas pecuarias por lo que sus métodos de crianzas son rusticos en
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donde llevan a tomar agua al ganado a las quebradas por no poseer pilas en

corrales.

3.6. Factores de inclusion
Bovinos de todas las edades localizados en diferentes comunidades en estudio que
conviven con casos positivos de leptospirosis en humanos presentados o

identificados en anos anteriores.

3.7. Factores de exclusién
Bovinos de la comunidad de Achuapa en donde no se identificaron casos
sospechosos o confirmados por el CNDR positivos de leptospira en humanos en

anos anteriores

3.8. Seleccidén y recoleccién de la muestra

La seleccion de la muestra fue de 23 bovinos de diferentes edades, los cuales
se encontraron en cuatro fincas de productores o familiares de estos afectados por
leptospirosis en afos anteriores al periodo de estudio en el municipio de Achuapa, la

recoleccion de la muestra se hara en una sola toma y en un solo dia

Se tomaron muestra de orina en un tubo de ensayo plastico esterilizado, la
muestra seleccionada en este caso fue la misma poblacion a la que se le tomo

muestra sanguinea.

También se tomaron muestras de sangre de la siguiente manera:
Se sujetaron a los bovinos de una manga o prensa y seguidamente se procedio a
tomar sangre directamente de la vena yugular utilizando un vacutainer o agujas
descartables estériles calibre 18G y recopilada en tubos de ensayo o en tubos al
vacio de 16x100mm sin anticoagulante o una jeringa de 10 ml estéril, la cantidad
estimada a tomar fue de 3-5 ml de sangre. Las muestras tomadas e identificadas
fueron colocadas en gradillas y almacenadas en un termo con hielo para su posterior
traslado al laboratorio, en donde fueron centrifugadas para la separacién del suero
donde se extraerd y se colocara en microviales de 1.5 ml, estos se mantuvieron en
refrigeracion a temperatura de 0-4°C hasta su analisis. En caso en que las muestras

se necesiten almacenar por varios dias se congelaran a una temperatura de -20°C.
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3.9 Unidad de analisis
De 23 bovinos muestreados, se tomo siete muestras de orinas para el

aislamiento de la bacteria en medio EMJH y también se obtuvieron 23 sueros

sanguineos.
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4. MATERIALES UTILIZADOS

Gabachas desechables.

Guantes de latex descartable, no estéril (NIPRO).
Tubos de ensayo (vidrio) 16x100mm con tapon de hule.
Tubos al vacio (VACUETTE) de 9 ml, 16x100mm.
Bolsas plasticas.

Gradillas plasticas y metalicas.

Jeringas y agujas estériles.

© N o ok~ wbd =

Marcadores.

9. Pipetas Pasteur.

10. Pipetas automaticas (1-200 pl, 1-50 pl y 100-1000 pl).

11.Puntas para pipetas automaticas de 50 pl y 100 ul (Fisher Scientific).

12.Placas flexibles de 96 pocillos, fondo en U, sin tapa, no estéril
(FALCON).

13. Alcohol al 70%.

14.Fenol al 5%.

15. Brotes (agitador) “Heidolph”.

16.Incubadora grande (Fisher Scientific).

17.Refrigeradora (SAMSUNG).

18. Centrifuga.

19. Centrifuga para microviales (IEC Micro-MB Centrifuga).

20.Balanza eléctrica.

21.Peachimetro (pH) (Corning).

22.Cabina de bioseguridad “Bio-II-A” (TELSTAR).

23.Microscopio de campo obscuro “OLYMPUS Bx40”.

24 . Papel aluminio.

25.Papel toalla.

26.Algodon.

27.Reactivos: PBS (Fosfato Buffer Salino), Buffer para MAT.
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4.1 DESCRIPCION DE LA TECNICA DEL MAT (TEST DE MICROAGLUTINACION
O AGLUTINACION MICROSCOPICA).

El MAT es la técnica de oro utilizada para el diagnostico serolégico de
leptospirosis. Esta técnica se utiliza para detectar anticuerpos en sueros de
animales o seres humanos sospechosos o enfermos, el suero sospechoso o del
enfermo debe reaccionar con antigenos vivos de leptospira de 10 dias de

crecimiento en medio liquido EMJH con enriquecimiento.

Los serovares utilizados en el presente estudio fueron obtenidos del Cepiario
Holandés. Los que se conservan y se utilizan en el diagndstico de la leptospirosis en
el Centro Nacional de Diagnéstico y Referencia (CNDR) — MINSA. De los serovares
disponibles se utilizaron doce:

L. canicola, L. grippotyphosa, L. hebdomadis, L. icterohaemorrhagia (RGA), L.
icterohaemorrhagia (M20), L. pomona, L. pyrogenes, L. sejroe, L. patoc, L.
icterohaemorrhagia (Wiinjberg), L. icterohaemorrhagiae (kennewikies), L. lousiana.
Debido a que comparten antigénecidad y son las que se encuentran principalmente

en nuestros animales.

El MAT cualitativo es el que nos determina los serovares que estan en el

suero del animal afectado.

MAT cualitativo: El suero problema se diluye primeramente en 1/50 en un
tubo de ensayo (1960 pl de PBS+40 pl del suero problema). Luego se afiade 50ul de
esta dilucion en cada pocillo de una micro placa o mas micro placas segun el
numero de antigenos utilizados (maximo 29 antigenos diferentes) y posteriormente
se afiade 50ul de antigeno en cada pocillo, esto se hace en forma horizontal a la
micro placa. Se hace una muestra control en la que se anade 50ul de PBS en cada
pocillo de una micro placa o mas segun el numero de antigenos utilizados (maximo
29 antigenos diferentes) y posteriormente se afiade 50ul de antigeno en cada

pocillo.

El MAT cuantitativo es el que determinara los titulos de anticuerpos que ha

desarrollado el animal para un determinado serovar.
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MAT cuantitativo: El suero problema se diluye primeramente en 1/5 en un
tubo de ensayo (400ul de PBS+100ul del suero problema). Luego esta dilucién se
pasa a 1/50 en otro tubo de ensayo (200ul de la dilucion 1/5 + 1800ul de PBS).
después se le afiade a otros 4 tubos de ensayo 400ul de PBS a cada uno y
posteriormente se afade 400ul de la dilucién 1/50 a uno de los tubo que dando este
a una dilucion de 1/100, de este tubo se afiade a otro 400ul que dando este a una
dilucion de 1/200 y de este tubo se afiade a otro 400ul quedando este, a una dilucién
de 1/400 y finalmente de este tubo se afade al ultimo tubo 400ul quedando a una
dilucion de 1/800.

A continuacion se afiade en los pocillos de la micro placa en forma vertical de
abajo hacia arriba (HA) 50ul desde la dilucion 1/50 hasta la dilucién 1/800 y
posteriormente se anade 50ul del antigeno a cuantificar. Se hace una muestra
control en la que se afiade 50ul de PBS en cada pocillo de una micro placa + 50ul de

dilucion 1/50 del suero problema.

Tanto en el MAT cualitativo como en el MAT cuantitativo una vez que se
preparan las micro placas, estas se Incuban a 37 °C por 2 horas y luego se leen en
el microscopio de campo oscuro a un objetivo de 20X para observar las
aglutinaciones, las que tienen que ser mas del 50% de leptospira aglutinadas para
considerarse como positiva una muestra. De cada pocillo se extrae 10ul y se

deposita en un porta objetos para observarse al microscopio de campo oscuro.
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Resultados
Se aisl6é Leptospira spp a partir de muestras de orinas de bovino utilizando
medio de cultivo EMJH y se encontré el 43% (3/7) de casos positivos. Se tomaron
siete muestras de los 23 animales muestreados de los cuales en tres casos se aislo

Leptospira spp y solamente dos de estos no tuvieron reacciones seroldgica

Del total de muestras seroldgicas recolectadas (23) se obtuvo un 26.08% (6/23) de
seroreactores a leptospirosis, este resultado se obtuvo mediante la técnica de
diagnostico MAT cuantitativo, a una dilucién de 1/400 y 1/800. Los serovares
encontrados fueron tres diferentes y las diluciones que reaccionaron cada una son:
1) L. panama en dilucion de 1/400, 2) L. Manhao en dilucién 1/800 y 1/400, y 3) L.
Cynopteri en dilucion 1/800. (Se expone en fig. No 4)

Interpretacién de resultados:

Como prueba en un animal aislado, la MAT es muy util en el diagndstico de la
infeccion aguda; tiene valor diagnéstico la demostracion de un aumento de cuatro
veces en los titulos de anticuerpos en muestras de pares de sueros procedentes de
animales enfermos agudos y convalecientes. Ademdas, un diagnéstico de
leptospirosis puede basarse en el hallazgo de titulos muy elevados en un animal con
un cuadro clinico bien definido. La prueba tiene limitaciones en la diagnosis de la
infeccion crénica en animales individuales, tanto en el diagnéstico de abortos (83)
como en la identificacion de portadores renales o genitales (84). Esto es
particularmente cierto en las infecciones por leptospira adaptadas al hospedador,
como por ejemplo en la infeccion de ganado vacuno por el serotipo Hardjo. Cuando
se toma como significativo un titulo de 1/100 o superior, la sensibilidad de la prueba
solo es del 41%, e incluso cuando el titulo significativo minimo se reduce a 1/10, la
sensibilidad de la prueba solo es del 67% (84). Sirve de diagndstico la demostracion
de anticuerpos en la sangre fetal pero los titulos son con frecuencia muy bajos, por
ejemplo 1/10, y se requiere un procedimiento modificado de la prueba en la mayoria
de los laboratorios.

Puesto que la leptospirosis es un problema de rebafo, la MAT tiene un uso mucho
mayor como una prueba de rebafio. Para obtener informacion util, Cole et al. (85)
Capitulo 2.1.9. — Leptospirosis 6 Manual de la OIE sobre animales terrestres
2008
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por lo que se recomienda testear al menos dos muestras del suero del paciente con

un intervalo de unos 15 dias entre ambas.

Un suero reactivo en dilucion 1/50 o mayor se considera positivo.

Un titulo de al menos 1:200 para un solo serovar luego del establecimiento de
los sintomas, o titulos de 1:100 para varios serovares son sugestivos de
Leptospirosis requiriéndose sucesivas muestras para su confirmacion.

Titulos mayores de 1/200 para uno o mas serovares, o la seroconversion ya
mencionada constituyen diagndstico confirmatorio.

Una reaccién negativa en una sola muestra no descarta una posible infeccion

a) La muestra de suero puede haber sido tomada prematuramente, antes de

cumplirse al menos una semana de evolucion desde el inicio de la enfermedad.

b) Mas raramente, el paciente puede estar infectado por un serovar ausente en la

bateria de antigenos utilizados y la respuesta inmune no ser suficientemente intensa

todavia como para producir reacciones cruzadas detectables con otros serovares.

Las reacciones cruzadas son sin embargo muy frecuentes, y los tests
serologicos no son apropiados para identificar en forma precisa el serovar
involucrado en una infeccion. No creemos por €j. que la frecuente reactividad
de los serovares Panama, Manhao y Cynopteri en los sueros de nuestros
pacientes infectados se deba siempre a infecciones por los mismos, sino a
gran reactividad cruzada y consecuente gran utilidad diagnéstica de estas
cepas.

Los niveles de anticuerpos descienden en 4 a 10 meses, pero titulos bajos a
uno o varios serovares pueden permanecer por varios afos luego de la

infeccién aguda.

Al final del estudio se detecto la presencia de Leptospira spp en bovinos

alrededor de casos positivos reportados en humanos presentados en anos

anteriores hasta el 2009 en el municipio de Achuapa de Ledn
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Figura 1

Resultados de Bovinos Analizados
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Figura 1. Nota: muestras de sangre, N/R: no reactores. R: reactores.
Figura 2
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De las tres comunidades muestreadas la mas afectada es la de Wisquili en donde se

presentaron el mayor numero de reactores
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Figura 3

Poblacion de estudio en diferentes rango
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Figura 4

Serovares Encontradas de Leptospira

M 12. Panama
m 28. Manhao

M 6. Cynopteri

Serovares y las diluciones que reaccionaron cada una: 1) L. panama en
dilucién de 1/400, 2) L. Manhao en dilucién 1/800 y 1/400, y 3) L. Cynopteri en

dilucién 1/800.
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Figura 5
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43% (3/7) de casos positivos

Figura 6

Zona en donde se aislo leptospira en Bovinos
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6. Discusion.

En Nicaragua, durante Octubre y Noviembre de 1995 se notifico un brote en
los municipios de El Sauce y Achuapa. El ministerio de Salud (MINSA) inicié6 una
investigacion epidemioldgica y laboratorial en colaboracion con el centro para la
prevencion y control de las enfermedades (CDC) de los Estados Unidos. Este brote
se asocio a contacto directo con agua y suelo contaminado con orina, infectada en el
periodo de invierno. Se realizé un estudio de caso y control donde recolectaron 199
muestras de animales domésticos, de las cuales 53 fueron de bovinos, dando 16/53
(30.2%) de las muestras titulos = 400 a uno mas serovares de leptospira. Los
serovares que con mayor frecuencia se encontraron fueron: ballum “S102” (8/53 :
15.1%), canicola “Hond-Utrecht IV” (7/53 : 13.2%) y wolffi (4/52 : 7.5) este estudio
tiene varias diferencias con el nuestro, los serovares que encontramos fueron:
panama “C2214” (3/23 : 13%), Manhao “L05” (3/23 : 13%) y Cynopteri “3522C” (2/23
: 8.7%). Nuestros seroreactores son relativamente mas altos debido a que en la
poblacién anterior de estudio implica las comunidades del Sauce y Achuapa y en

nuestro estudio corresponde solamente a la comunidad de Achuapa.

Trevejo et al 1995, también realizo su estudio de control de foco en la zona
de El sauce y Achuapa, cuando se dio el brote en el que se afectaron mas de 3000
personas y hubieron alrededor de 40 defunciones, este incluyé ademas de las
personas, a varias especies de animales domésticos entre ellos bovinos, equinos,
caninos y porcinos donde obtuvo una prevalencia de 56.5%. Los serovares aislados
en bovinos fueron: L. ballum, L. Bratislava, L. canicola, L. hardjobovis, L. pomona,
L. pyrogenes, L. shermani, L. sejroe wolffi y L. interohaenorrhagiae. En nuestro
estudio la razén es de 26.08%, la diferencia encontrada tiene mucho que ver con la
poblacién en estudio en ambos casos, pero también no coincidimos con los
serovares encontrados en donde los nuestros fueron: 1) L. panama en dilucion de
1/400, 2) L. Manhao en dilucion 1/800 y 1/400, y 3) L. Cynopteri en dilucion 1/800.

En México se realizé un estudio retrospectivo de seroprevalencia para
diagnoéstico de leptospirosis bovina tomando en cuenta las regiones ecolégicas y
aportaron lo siguiente: en la regién arida y semiarida la frecuencia fue 37,8% y las

serovariedades de mayor prevalencia fueron cepa H-89 (hardjo) wolffi y terassovi.
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Tropico seco con una frecuencia de 45.9% las serovariedades con mayor
prevalencia fueron Wolffi y tarassovi. Clima templado, la frecuencia fue promedio
de leptospirosis fue de 39.4% las serovariedades con mayor frecuencia fueron la
cepa palo alto (interohaenorrhagiae) cepa Sinaloa ACR (portland-vere), Bratislava,

pyrogenes, pomona, cepa H-89 (hardjoprajitno), hardjo, wolffi y tarassovi.

En nuestro estudio coincide por la zona en donde se llevd a cabo el estudio
siendo esta del trépico seco en cuanto nuestro porcentaje encontrado sigue siendo
bajo con un 26.08% y podria estar influyendo la poblacion total en estudio, y las
serovariedades encontradas no tiene ninguna relacién con este, probablemente por
las condiciones ecoldgicas y las practicas zooldgicas no sean semejante implicando

esto, los factores asociados a la infeccion descrito en el punto 2.5 de nuestro trabajo.
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7. CONCLUSION.

» Se logro aislar la leptospira en tres casos a partir de muestras de orinas de
bovino utilizando medio de cultivo EMJH, representando el 43% (3/7) de la
poblacion muestreada en el municipio de Achuapa, departamento de Ledn de

los casos aislados solo uno tiene reaccidn serologica positiva.

» Existen un porcentaje relativamente bajo de reactores, en las muestras
estudiadas del 26.08% (6/23) mediante la técnica del MAT cualitativa. Aqui
estan incluidos toda la poblacion muestreada tanto para la prueba seroldgica
como para las muestras para el aislamiento bacteriolégico en medio de cultivo
EMJH.
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8. RECOMENDACIONES

1. Llevar a cabo mas estudios de este tipo cada afio para tener un monitoreo
constantes de esta enfermedad, sobre todo en las zonas vulnerables a que se

den nuevos brotes epidémicos de leptospirosis.

2. Concientizar a la poblacion en riesgo (zonas rurales) de lo grave que es esta

enfermedad sobre todo cuando hay brotes epidémicos.

3. Dar a conocer la participaciéon que tienen los bovinos en la transmision de

leptospirosis.

4. Sensibilizar a los pobladores de efectuar buenas practicas pecuarias

5. Elaborar programas de vigilancia epidemioldgica en todo el pais, pero

haciendo énfasis en las zonas mas vulnerables.

6. Por el caracter zoonotica de la patologia y el contacto directo con la especie
en estudio (bovino), es necesario identificar los focos y darle el tratamiento

correspondiente.
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9 Glosario

OIE: Oficina Internacional de Epizootias

WHO/:  Organizacion mundial de la salud (OMS) (World Health Organization)

CDC: Centros para el Control y Prevencién de Enfermedades ( Por su acrénimo
en ingles, Center for Disease control and prevention)

SILAIS: Sistemas locales de atencién integral en salud

OPS:  Organizacion Panamericana de la Salud

CNDR: Centro Nacional de Diagnéstico y Referencia

MAT:  Técnica de micro aglutinacién

MINSA: Ministerio de Educacion

ONG: Organismo no gubernamentales

ADN:  Acido desoxirribonucleico

EMJH: Ellinghausen-McCulleugh-Johnson-Harris (medio de cultivo)

IG: Inmunoglobulinas

LCR: Liquido cefalorraquideo

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (del inglés Polymerase Chain
Reaction)

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (acronimo del inglés
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assa)

PBS: Fosfato buffer salino
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10 SINONIMIAS

Como se sabe a través de los afos que han trascurrido desde el
descubrimiento de la leptospirosis, ha adquirido una infinidad de nombres tales
como: enfermedad de Weil (L. icterohaemorrhagiae); fiebre de los arrozales (L.
bataviae); enfermedad de los heneficadores; enfermedad de los porqueros (L.
pomona); enfermedad de los manipuladores de pescados; ictericia enzdotica;
enfermedad de Stuttgard (L. canicola en Europa); ictericia hemorragica; ictericia
infecciosa; agua roja; fiebre de los 7 dias (L. hebdomadis en Japon); fiebre otoAal
japonesa (L. autumnales); fiebre de los ratones; tifus canino, fiebre de cieno; fiebre
de los pantanos (L. grippotyphosa en los tropicos); fiebre del agua; fiebre de los
cosechadores; fiebre de los campos; ictero-hemoglobinuria de los bévidos; oftalmia
peridédica del caballo; etc. Todas estas denominaciones han sido utilizadas para
describir la enfermedad causada por leptospira y obedece a caracteristicas

epidemioldgicas, clinicas, territoriales, especies afectadas, estacionalidad del afio”.
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11 FOTOGRAFIAS DE LEPTOSPIROSIS

Figura 1

LEPTOSPIROSIS

LEPTOSPIROSIS
una enfermedad zoonotica

http://salud.cibercuba.com/node/731

Figura 2

Fotografia de University of Arizona

En la fotografia de la derecha se observa un embrién
vacuno, aborto debido a infeccién por leptospira.

Fotografia original de Central Virginia Governor's School

Las bacterias de la microfotografia de la izquierda
son Leptospira interrogans, de @ = 0.1 um y de 6 a 30 ym
de largo.

http://www.viarural.com.ar/viarural.com.ar/insumosagropecuarios/ganaderos/laboratorio-vet/boehringer/bovinos/inf-leptospirosis.htm
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Figura 3

PIELONEFRITIS BOVINA.

LEPTOSPIROSIS. NEFRITIS INTERSTICIAL EN UN
BOVINO.

http://www.fao.org/docrep/003/t0756e/T0756E03.htm

Figura 4

LEPTOSPIRA UNA ENFERMEDAD ZOONOTICA

1 ml de orina puede contener hasta 100 millones de
microorganismos de Leptospira (Gillespie y Ryno, 1963)

ABORTO POR LEPTOSPIRA

Feto bovino abortado a los 8 meses de gestacion. La madre, una
vaquilla raza Aberdeen Angus, fue positiva serolégicamente a
Leptospira pomona y wolfii. Autor: Javier Villamil, Veterinario,
Argentina

Atlas fotogréafico exopol

http://www.exopol.com/atlas/busca2.php
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Figura 5

Lesiones en 6rganos de becerro en higado, vejiga y rifidn. Placenta con necrosis en cotiledones

.Fuente de imagenes: JM King: Cornel | Veterinary Medicine. Necropsy show and tell.www.vet.cornel.edu/nst/
Atlas fotografico exopol

http://www.exopol.com/atlas/busca2.php
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Caso Positivo Leptospirosis
Del Afio 2007 a la Semana # 29 2

Municipio Achuapa

Casos Positivos de Leptospira
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El Comportamiento de los casos Positivos de Leptospirosis en el municipio desde el
afno 2007 a la semana epidemioldgica 29

Ha sido la siguiente:

Durante afio 2007 se registran 48 casos para una tasa de 3.1 por cada mil
habitantes, en afio 2008 se registran 10 casos para una tasa de 0.6 por mil

habitantes en afio 2009 se registran 2 casos para una tasa de 0.1 por mil habitantes.

En el periodo de Enero al 25 de Julio del afio 2010 que corresponde a la semana
epidemiolégica # 29 se registran 5 casos para una tasa de 0.3 por mil habitantes,

del total de casos del ano 2010.

1 Persona para un promedio del 20% fue trasladado al HEODRA siendo una Mujer
embarazada la que tenia 38 semanas de gestacion pariendo en esta misma
institucion, naciendo su Bebe sin Ninguna Complicacién, del total de casos

registrado 2010, el 75% son del area rural y el sexo mas afectado es el femenino
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control de foco realizando actividades siguientes:

Actividades realizadas Personas atendidas
Medicacion a Personas 750
Tratamiento Profilactico 725
Tratamiento Completo 25
Tratamiento Completo Doxiciclina 15
Tratamiento Completo Amoxicilina Cap 6
Tratamiento Completo Amoxicilina Fco 4
Profilactico Doxiciclina 637
Profilactico Amoxicilina Capsula 48
Profilactico Amoxicilina Fco 40
Embarazadas Medicadas Profilacticos 5
Personas Ingresada Observacion C/S 15
Traslados Realizados al HEODRA 1
Total 2,271

igualmente con el 75% de los casos registrados, al 100% de casos se ha realizado

Informe Comparativo De La Situacion Epidemioldgica En El Municipio De Achuapa. 2007-2010.

Dra.: Zeleyda Maria Hernandez

Delegada del poder ciudadano
MINSA — ACHUAPA
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Ciclo de transmision de leptospirosis

Animales infectados

Cortemin eidn del muelo
¥ EQUEX CON Ofine gu e
contiene leploxpirex

Fial, mumozas buzal y nazal y ajox|
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