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RESUMEN: En el presente estudio se determind la frecuencia de leptospirosis en 200 perros atendidos en
clinicas de la ciudad de Manizales; tal determinacion se realizé mediante el test de aglutinacion microscopica
(MAT). Cada suero se enfrento a seis serovares de leptospira (icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, canicola,
pomona, bratislava y hardjo), y se encontré un 20,5% de caninos positivos, de los cuales el mayor porcentaje
reacciond a los serovares icterohaemorrhagiae, grippotyphosa y canicola. La mayoria de estos sueros lo
hizo a titulos entre 1/100 y > 1/400. Los resultados obtenidos en el presente trabajo no muestran diferencias
significativas en relacion con el sexo, procedencia (rural/urbano), raza, animales vacunados y no vacunados.
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Frequency study of canine leptospirosis in
Manizales — Colombia, with the aid of microscopic
aglutination test (MAT)

ABSTRACT: In the present study the frequency of Leptospirosis in 200 dogs treated in veterinary clinics
of Manizales city, was determined with the aid of the Microscopic Aglutination Test (MAT). Each serum
was confronted to six leptospira serovars (icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, canicola, pomona, bratislava
and hardjo). The results showed that 20.5% of the tested dogs were positive for Leptospirosis, of which the
majority reacted to the serovars, icterohaemorrhagiae, grippotyphosa and canicola. Most of these serums had
titles of between 1/100 and > 1/400. The results presented in this study do not show a significant difference in
relation to gender, origin (urban/rural), breed or vaccination status.
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Introduccion

La leptospirosis es considerada una de las
zoonosis mas difundidas y un serio problema
de salud publica en el mundo entero (Haake et
al., 2000; Guerreiro et al., 2001; Effler et al.,
2002); es causada por espiroquetas patogenas
del género Leptospira, que afecta a una gran
cantidad de huéspedes mamiferos, entre ellos
humanos, equinos, caninos, cerdos, bovinos y
animales silvestres (Flannery et al., 2001; Nally
etal., 2001). El agente provoca desde infecciones
inaparentes hasta casos fatales (Lottersberger
et al., 2002; Russ et al., 2003). Los signos
clinicos en la leptospirosis canina dependen de
la edad e inmunidad del hospedador, de factores
medioambientales y de la virulencia del serovar
infectante (Groves et al., 2000). Afecta a perros
de cualquier edad, pero la incidencia es mayor en
machos (Tilley, 1998).

En términos generales, el reconocimiento clinico
de la leptospirosis canina no es factible de realizar,
dado que las leptospiras pueden afectar diferentes
sistemas de drganos, resultando en una extensa
variedad de presentaciones clinicas (Effler et al.,
2002), la mayor parte de las cuales son cronicas
y subclinicas (Grauer, 1998) y sin sintomatologia
patognomonica. La confirmacion por parte del
laboratorio se obtiene cuando se identifica o aisla
el patdogeno en muestras clinicas o cuando se
demuestra la presencia de titulos de anticuerpos
indicadores de infeccidn activa contra uno o mas
serovares de leptospiras (Smits et al., 1999). La
prueba de aglutinacion microscopica conocida
por sus siglas MAT (Microscopic Aglutination
Test), es la técnica de referencia internacional
para la deteccion de anticuerpos especificos anti-
leptospiras (Lottersberger et al., 2002).

Los objetivos planteados para la realizacion del
presente estudio fueron: determinar la frecuencia
de presentacion de leptospirosis mediante el test
serologico de aglutinacion microscopica (MAT),
en la poblacion de perros asistentes a atencion
clinica veterinaria en Manizales-Colombia;
determinar los titulos de anticuerpos frente a los
serovares de leptospira en los perros positivos

al test de aglutinacion microscopica (MAT),
y determinar la distribucion de los individuos
seroldgicamente positivos en relacién con el
sexo, la edad, la raza y el stado de vacunacion.

Materiales y Métodos

Geograficamente Manizales estd localizada en
el centro occidente de Colombia, en la cordillera
central. Tiene una altitud de 2.160 msnm, con una
temperatura media de 18,5°C y una poblacion
humana de 414.389 habitantes (DANE, 2005).

Dado que la prevalencia de leptospirosis en perros
de Manizales era desconocida, se estimo el tamafio
muestral para una prevalencia estimada del 50%,
con un nivel de confianza del 93%, mediante la
aplicacion de la siguiente férmula (Thrusfield,
1995):n=1 ,962Pexp( 1-P_ )/ d?; donde: n=tamaifio
muestral requerido, Poo= prevalencia esperada, d
= precision deseada absoluta. De esta forma: n =
196. Para efectos de este trabajo se aproximé el
tamafio muestral a 200 perros.

Para determinar la frecuencia de presentacion de
leptospirosis y los titulos de anticuerpos frente
a diferentes serovares, en perros de Manizales,
Colombia, se recolectaron muestras de sangre
venosade perros atendidos en clinicas dela ciudad,
provenientes tanto de la zona rural como urbana,
mayores de seis meses, sin distingo de raza, sexo,
ni estado de vacunacion, y con diagnoéstico clinico
(Ieptospirosis u otro) o sin €l. De cada animal
se obtuvo aproximadamente 5 ml de sangre
mediante puncién en la vena cefélica, safena o
yugular, la cual fue colectada en tubos estériles
sin anticoagulante. Esta muestra fue trasladada
al Instituto Colombiano Agropecuario (ICA),
donde 24 horas después por centrifugacion a 500
g y auna temperatura de 10°C, se separo6 el suero,
transvasandolo a tubos eppendorf, en los cuales
se congeld a -20°C hasta su procesamiento.

Las muestras de suero fueron analizadas mediante
el test de aglutinacion microscopica (MAT), para
lo cual se utilizaron como antigeno los siguientes
serovares del cepario del Instituto Colombiano



Agropecuario  (ICA):  icterohaemorrhagiae,
grippotyphosa, canicola, pomona, bratislava y
hardjo

En una primera fase, de descarte de negativos
(screening), los sueros en una diluciéon de 1:50
se enfrentaron a cada uno de los serovares y
se incubaron a 37°C por 2:30 horas. La lectura
se realizd en microscopio de campo oscuro,
poniendo una gota de control al 50% y una gota
de la mezcla antigeno-suero problema.

La segunda fase consistidé en titular todos los
sueros positivos al screening, a titulos de 1:50,
1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600. Al igual que
para el screening, se incubaron a 37°C por 2:30
horas y se utiliz6 un control del 50% para cada
serovar. La lectura se realizo de la misma forma
que para el screening, poniendo una gota del
control y una gota de cada dilucion, determinando
el titulo mas alto (entre las diluciones realizadas)
en el cual se presentd reaccion. Entre algunos
de los sueros positivos se presentaron al mismo
tiempo reacciones frente a diferentes serovares,
considerandose como el causante de la reaccion
(seropositividad) al de mayor titulo, y como
coaglutinaciones a los que presentaron titulos
iguales frente a distintos serovares.
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Para realizar el analisis estadistico, se utilizaron
los programas Epi Info 2002 — Revision 2
(2003) y Win Episcope 2.0. Los resultados de
la frecuencia de presentacién de leptospirosis
se expresaron como proporciones, que fueron
determinadas por intervalos de confianza,
para lo cual se usé aproximacién normal. Para
determinar la aparicion o no de leptospirosis bajo
la influencia de variables como sexo, estado de
vacunacion, edad y raza, se realizd un analisis
de regresion logistica simple, que, acompafiado
de la medicién de la odds ratio o probabilidad
de prevalencia, constituye una medicion basica
en estudios transversales y es un estimador de
riesgo.

Resultados y Discusion

La cantidad de sueros caninos positivos a titulos
1:50 y superiores fue 41, de un total de 200, lo
que representa una seroprevalencia del 20,5%
para la poblacion muestreada. La totalidad de
estos reaccion¢ a titulos de 1/100 (58,5%), 1/200
(36,6%) y 1/400 (4,9%), correspondiendo la gran
mayoria a los serovares icterohaemorrhagiae
(11 casos), grippotyphosa (8 casos), canicola (8
casos), pomona (8 casos) y bratislava (6 casos)
(Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de los sueros positivos que detallan los serovares

reaccionantes y el titulo alcanzado.

Titulo 1/100  1/200 1/400 Total %
icterohaemorrhagiae 6 5 0 11 26,8
grippotyphosa 5 2 1 8 19,5
canicola 2 5 - 7 17,1
pomona 4 2 - 6 14,6
bratislava 4 1 - 5 12,2
Hardjo - - - 0 0
Coaglutinaciones
grippolyphosa 3 i 1 4 9.8
canicola
Total 58?54 % 36?65 % 4,92 % 1 100%
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Para determinar la aparicion o no de leptospirosis
bajo la influencia de wvariables como sexo,
procedencia, estado de vacunacién, edad y raza,
serealiz6 un analisis de regresion logistica simple,
sin encontrar diferencias significativas entre las
variables en estudio (P>0,05).

La seroprevalencia del 20,5%, obtenida en
el presente trabajo, es relativamente baja en
contraste con el Unico trabajo realizado en la
zona por Giraldo de Ledn et al. (2000), quienes
hicieron dos evaluaciones con 17 y 18 muestras
de sangre de perros pertenecientes a porcicolas
de la region, y obtuvieron 37,2% y 38,9 de
seropositividad respectivamente. De la misma
forma, es relativamente baja en comparacion
con lo reportado por Rodriguez et al. (2004) en
197 perros callejeros de la ciudad de Cali, que
presentaron una seropositividad del 41,1%. La
variacion en la seroprevalencia obtenida en los
diversos estudios podria deberse al ntmero
de animales muestreados, al tipo de muestreo
realizado y a las caracteristicas de estos animales.
Ademads, frecuentemente, las infecciones y la
prevalencia de la enfermedad se producen por un
nimero limitado de serovares endémicos de un
pais o una region y estan intimamente ligadas a
factores ecoldgicos y medio ambientales (Acha &
Szyfres, 2001; Alonso-Andicoberry et al., 2001).

Enelpresenteestudio,seperfilancomoserovaresde
importancia para la poblacion canina muestreada,
los serovares grippotyphosa, pomonay bratislava,
lo cual concordaria con las observaciones hechas
por Groves et al. (2000) y Cai et al. (2002),
quienes indican una tendencia cambiante en la
epidemiologia de la enfermedad en los Estados
Unidos, donde los serovares grippotyphosa y
pomona han reemplazado a icterohaemorrhagiae
y canicola como los serovares prevalentes
responsables de leptospirosis canina. Y de acuerdo
con Wohl (1996), esta disminucion de los casos
asociados con canicola e icterohaemorrhagiae
probablemente se deba a los muchos afios de usar
vacunas que contienen dichos serovares.

Laobtenciondeun4,9%delosperrosreaccionantes
con titulos de 1/400, podria corresponder a lo

planteado por Zamora & Riedemann (1986),
en un trabajo realizado con bovinos, pero que
podria extrapolarse a caninos, segun los cuales
la obtencidon de titulos superiores a 1/400 se
consideraria indicativo de infeccion. Por otro
lado, Rentko & Ross (1994) afirman que un titulo
unico contra un serovar contra el cual no ha sido
vacunado se considera como positivo, lo cual
seria aplicable para los animales reaccionantes
para los titulos entre 1/100 y 1/200.

Conclusiones

Mediante la realizacion del presente trabajo se
concluye que la seroprevalencia de leptospirosis
en la poblacidon canina muestreada en Manizales
fue del 20,5%. No se presentaron diferencias
significativas con relacion al sexo, edad,
raza, animales vacunados y los que no lo
estaban. Los serovares mas frecuentes fueron
icterohaemorrhagiae, grippotyphosa 'y canicola.
No se encontraron animales serorreaccionantes
frente al serovar hardjo. Los sueros reaccionaron
a titulos entre 1/100 y 1/400.
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