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Se comprueba por este trabajo la presencia definitiva de la Leptospirosis canina en el país. Se recomienda el uso de la aglutinación lisis microscópica 
para la investigación rutinaria de la 
Leptospirosis.

Este trabajo es una variación del pre
sentado como Tesis de Grado por el doc
tor Torres (1).

INTRODUCCION
La Leptospirosis es una enfermedad 

ampliamente distribuida en el mundo. 
Parece estar ausente solamente en el Su
dán y parte de Sudáfrica (2). Colom
bia es el único país de Latinoamérica que 
hasta la realización de este trabajo no 
figura en la literatura internacional cuan
do se habla de Leptospirosis.

Es una Zoonosis de gran importancia. 
La padecen todos los mamíferos domés
ticos y la mayoría de los salvajes. El hom
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bre es, en potencia, el huésped final de 
la enfermedad.

El objeto de este trabajo fue compro
bar la enfermedad en el país, y se com
plementó por los aislamientos de Manri
que et al. (3).

La Leptospirosis fue identificada clí
nicamente como entidad nosológica es
pecífica por W eil (1870), aunque había 
sido ya descrita por Laudouzy (4).

Stimson (1906) describió un microor
ganismo en cortes de riñón de un pacien
te que murió de ictericia aguda y que se 
diagnosticó como fiebre amarilla (4).

Los japoneses habían estado convenci
dos de la existencia de la enfermedad de 
W eil como entidad mucho antes del des
cubrimiento del agente etiológico.

En noviembre de 1914 Inada et al. 
(1916) vieron por primera vez esta espi
roqueta en el tejido hepático de un curí 
inoculado con sangre de un paciente que 
padecía la ictericia aguda. Siempre fraca
saron en aislar el organismo de casos de 
ictericia catarral. Llamaron al germen 
Spirochaeta icterohaemorrhagiae.
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Los alemanes por esa misma época ha
bían descubierto la Leptospira y la lla
maban Spiroclaeta hodosa (Hubner y 
Reiter, 1915 y 1916) (5).

'En Inglaterra, Stolces, Ryle y Tittler 
(1916 y 1917) comprobaron lo hallado 
por los japoneses en soldados infectados 
en Francia. Lo mismo, hicieron Dawson, 
Hume y Bedson (1916 y 1917) en casos 
estudiados en Bélgica. Costa y Troiser 
(1916) en tropas francesas. Sisto (1917) 
la halló en el frente italiano (5).

Noguchi (1917 y 1918) estudió la es
piroqueta de Inada aislada de casos en 
Inglaterra, Holanda y los Estados Unidos 
de América (Wolbach y Binger, 1914). 
Estos últimos autores hallaron en realidad 
la L. biflexa, que es la única especie sa- 
aprofita conocida (6).

Noguchi (1919) erróneamente descri
bió a ,1a Leptospira como causa de la fie
bre amarilla, pues la halló en Guayaquil 
en una epidemia de esa virosis (6).

En Colombia Muñoz Rivas (1957) 
examinó tres lotes de sueros humanos y 
uno de sueros porcinos, encontrando po
sitividad a la aglutinación con antígenos 
vivos de 4.28% en los sueros humanos 
(L. icterohaemorrhagiae) y 8.9% en los 
sueros porcinos (L. pomona) (7).

Rivera y Manrique (1961) encontra
ron negatividad a la aglutinación rápida 
en sueros caninos (8).

Rivera (1961) por microscopia (cam
po oscuro), inoculaciones, cortes histoló
gicos y fijación de complemento, encuen
tra negatividad en 140 ratas y 200 sueros 
de diferentes especies (9).

Manrique (1961) no encontró reacto
res positivos en el personal del Matadero 
Central (10).

Hincapié (1962) con aglutinación rá
pida encontró 36.0% de sueros bovinos 
positivos a L. pomona (11).

García (1963) repite el experimento 
en el Matadero de Manizales con resul
tados positivos en 3 casos. En caballos y 
bovinos encuentra positividad ante L. au- 
tumnalis A y  L. pomona (12).

M ATERIAL Y M ETODOS

Nosotros escogimos el perro, por ser el 
animal que como huésped de la enferme
dad ofrece más posibilidades de transmi
tir la enfermedad al hombre y al niño 
especialmente.

Las muestras se obtuvieron de tres gru
pos de perros:

1) Perros callejeros: el grupo más im
portante como portador y eliminador 
(orina) de la Leptospira; 106 machos y 
30 hembras. Las muestras se obtuvieron 
en el Cosó Municipal y como colabora
ción de la campaña antirrábica en el Ins
tituto Nacional de Salud.

2) Perros caseros: es el grupo receptor 
más importante y más interesante como 
transmisor al hombre; 169 machos y 33 
hembras.

Las muestras se obtuvieron entre los 
perros pacientes de la Clínica Extema de 
la Facultad de Medicina Veterinaria.

La muestra consistía en sangre venosa 
tomada asépticamente, dejándola coagu
lar en la estufa a 37° C. y centrifugándola 
cuidadosamente para obtener el suero.

Al principio se utilizó la aglutinación 
rápida en placas y con antígenos muertos, 
que pronto se descartó por imprecisa e 
irregular y por la presentación de dema
siadas reacciones cruzadas y autoagluti- 
nación en los antígenos.

Preferimos la aglutinación lisis siguien
do estrictamente la técnica del U. S. De
partment of Health, Education and 
Welfare (Galton, 1962) con antígenos 
vivos (13).
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1. Preparación de los antígenos: usa
mos doce cepas de Leptospiras, gentil
mente cedidas por el doctor Casimiro 
García, de la Facultad de Medicina Ve
terinaria de la Universidad de Caldas:

N° 1 L. australis. Ballico.
N? 2 L. autumnalis. Akijam.
N<? 3 L. balíum. S-102.
N<? 4 L. Bataviae.
N<? 5 L. canicola. Alarik.
N? 6 L. grippotyphosa.
N° 7 L. hyos.
N? 11 L. icterohaemorrhagiae.

Wignberg.
N<? 12 L. hebdomadis. L. T . 117.
N? 13 L. pomona. S-91.
N? 14 L. pyrogenes.
N? 15 L. se/roe. K. N.

Las cepas enviadas por García se man
tenían en medio Fletcher Modificado 
semisólido * y se hacían resiembras cada
2 meses.

Para la preparación de antígenos se 
sembraron en medio Stuart (Difeo) y se 
hacían pases cada semana. Al pasar del 
medio Fletcher Modificado al Stuart se 
necesitan por lo menos 3 pases para que 
el organismo adquiera el ritmo de creci
miento y buena densidad y suavidad.

La incubación se hizo siempre a 30° C. 
La transparencia rápida parece que redu

* Fletcher,' 1928. Esterilizar por separado y luégp mezclar: Agua destilada, 5.7 mi.; Agar 
nutriente, 0.5 mi.; Suero de conejo, 1.0 mi.García, 1962: a) Esterilizar al autoclave 402 rol. de agua destilada y enfriar a temperatura ambiente; b ) Añadir 60 mi. de suero esteriliza
do de conejo normal (con pequeña cantidad de hemoglobina); c) Inactivar la solución de suero a 56° C. 40 minutos; d) Aún caliente, agregarle 
37.5 gramos de agar, extracto de carne corriente, 
derretido, estéril al 2% (o mejor proteosa 
3-Agar de Difco-B65, 9 gramos % . pH  7.2-7.6).Colocar en tubos de 5 mi. e inactivar a 56° C. 1 hora en 2 días consecutivos

ce la formación de “breeding nets” a un 
mínimo.

Para la obtención del antígeno se sem
braba en medio líquido (Stuart) en pro
porción 1:10, en tubos con tapa de rosca. 
Después se cultivaban 4-6 días a 28o- 
30° C. y en cada pase se hizo control de 
esterilidad en agar suero equino 10% 
(Difeo) que se repetía antes de emplear 
el antígeno. Esta vez se hacía también 
examen al campo oscuro para apreciar la 
calidad (densidad y suavidad) del antíge
no. Si aparecía muy denso, se diluía en 
solución salina amortiguada al 0.85%.

El antígeno más aceptable es aquel 
que tiene 100-200 leptospiras por campo 
con ocular 12.5 X y objetivo 40 X.

2. Procedimiento: Los autores nada di
cen de inactivar los sueros. Nosotros no 
encontramos diferencia apreciable entre 
trabajar con sueros inactivados y no inac
tivados. Los sueros para este trabajo no 
fueron inactivados.

Los sueros todos se diluyeron al 1:25 
con solución salina (0.85%) amortiguada. 
Los sueros positivos se diluyeron progre
sivamente hasta el título máximo positi
vo. A cada 0.2 mi. de cada una de las 
diluciones de suero y tubos serológicos se 
agregó 0.2 mi. de antígeno. Se hacía agi
tación y luégo se incubaba a 30° C. por
3 horas. Luégo se hacía el examen al 
campo oscuro, sin usar cubre-objetos, de 
las diluciones de cada tubo. Se usaron el 
objetivo de bajo poder y oculares 15 X. 
El grado de agitación o lisis o ambos se 
leían así:

- f + - (—f- Cuando 75-100% de las lep
tospiras aparecen agrupadas o 
lisadas.

+ + +  50-75%.
+ +  25-50%.

-f  Menos de 25%.
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Como título de positividad del suero 
se conoció la más alta dilución del 
mismo en que hubo lisis completa 
(-)—|—|—|-). Sólo se consideraron como 
verdaderamente positivos aquellos sueros 
con título por lo menos 1:200 y -|—|—|— 
Anotemos que la literatura da como po
sitivos los sueros con título 1:100.

Siempre se trabajaron sueros control 
positivo y negativo para cada cepa y cada 
lote de antígeno.

RESULTADOS:
De 388 sueros caninos analizados por 

el método de la aglutinación lisis, 115 
(30%) se encontraron con títulos positi
vos a diluciones 1:200 o mayores. La dis
tribución de los sueros positivos (dilu
ción 1:200) ante las 12 cepas antígenos 
la tenemos en la Tabla N° 1.

Encontramos que la positividad del se- 
rotipo L. canicola representa casi el doble 
(23.7%) de la de los dos serotipos que 
le siguen en porcentajes más altos: L. py- 
rogenes (13.30%) y L. ballum (12.20%). 
Anotamos que en la literatura consultada 
no encontramos referencias a casos de 
L. pyrogenes o L. ballum en perros. El 
serotipo L. icterohaemorrhagiae ocupa el 
4? lugar con 4.1%.

Más bajos resultados de positividad se 
encontraron ante L. Bataviae (1 .5 % ), 
L. australis (1.0%) y L.hyos (0.2%). Los 
demás serotipos fueron negativos.

El número total de sueros positivos no 
está representado por la suma de las par
ciales por antígeno, ya que como lo com
probaron Murphy et al. (14) (1938)

(13), obtuvimos varios sueros, con reac
ción cruzada frente a varios antígenos. 
En nuestro caso las reacciones cruzadas 
se presentaron con:

L. ballum.
L. canicola.
L. icterohaemorrhagiae.y
L. pyrogenes,

y especialmente entre los que presenta
ban títulos altos. En la Tabla N? 2 se 
aprecian las reacciones entre 10 sueros 
positivos y los antígenos que más reac
ción cruzada mostraron en este trabajo.

El título máximo encontrado fue de 
1:12.800 en 7 de los sueros, así:

4 ante L. canicola.
2 ante L. ballum.
2 ante L. pyrogenes.

El suero 255 mostró título máximo de 
1:12.800 ante los serotipos:

L. ballum.
L. canicola.
Estos resultados se observan en la Ta

bla N? 3. De dos casos se logró (Manri
que, 1964) (2) aislar sendas cepas de 
Leptospirá que el Laboratorio de Micro
biología y Bacteriología, Departamento 
de Salud, Queensland, Australia, identi
ficó como pertenecientes al grupo L. ca- 
nicola. El comportamiento serológico de 
estos 2 casos se aprecia en la Tabla N9 4
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TABLA N«? 1

Serotipo de Leptospira
N9 de sueros 

analizados — + %

L. Canicola .............................. 388 296 92 23.7
L. B a llu m ................................ 388 342 46 . 12.2
L, Pyrogenes........................... 388 335 53 13.7
L. Icterohaemorrhagiae . . . 388 . 372 16 4.1
L. Bataviae.............................. 388 382 6 1.5
L. Australis .............................. 388 384 4 1.0
L. H yo s .................................... 388 387 1 0.1
L. Grippotyphosa................... 388 0 0 0
L. Autom nalis........................ 388 0 0 0
L. Pom ona .............................. 388 0 0 0
L. Se/roe ................................ 388 0 0 0
L. Hebdomadis....................... 388 0 0 0

Resultados de la aglutinación Iisis en ios 388 sueros caninos, ante los 12 serotipos de Leptospira.

TABLA N? 2 
T IT U L O  D E A G LU TIN ACIO N LISIS frente a:

Número L. Ballum L. ícterohae-
de identificación S-102 , L. Carneóla morrhagiae L . Pytogenes

del animal Alarik W ignberg

18 .  1 400 1 1.600 1 1.600 1 6.400
27 1 1.600 1 6.400 1 1.600 1 6.400
50 1 200 1 1.600 1 400 1 3.200 .
55 1 1.600 1 6.400 1 6.400 1 6.400
60 1 200 1 1.600 1 50 1 3.200

223 1 800 1 6.400 I 6.400 1 200
230 1 400 1 1.600 1 25 1 25
23? I 50 1 1.000 -  1 50
161 1 50 1 800 1 25 1 200
162 1 100 . 1 400 -  1 200

Reacción cruzada de 6 sueros caninos positivos frente a L. Canicola, L. Pyrogenes, L. ícterohae- 
morrhagíae y L. Ballum.
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TABLA N? 3
REACCION CRUZADA EN LOS SUEROS CANINOS QUE MOSTRARON LOS TITULOS

MAXIMOS DE AGLUTINACION LISIS
N*? del suero L. Bailum ICT. L. Canicola L. Pyrogenes

100 • 1: 200 .— ------ 1: 2.800
102 1: 200 . 1: 400 1: 12.800 • —

113 — 1: 6.400 1: 800 1: 12.800
231 1: 200 — 1: 2.800 1: 25

34 1: 1.600 1: 50 1: 12.800 1. 1.600
255 1: 12.800 1: 400 1: 12.800 1: 3.200
271 1: 12.800 1: 800 . 1: 6.400 1: 3.200

TABLA N<? 4
COMPORTAMIENTO DE LOS SUEROS DE LOS CASOS EN LOS CUALES SE 
LOGRO AISLAR LEPTOSP1RAS, ANTE LOS 12 ANTIGENOS CON LA REACCION

AGLUTINACION LISIS
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D ISC U SIO N :

Por este trabajo y el continuado por 
Manrique et al. (1964) se hace por pri
mera vez en el país una investigación por 
medio de la aglutinación lisis para inves
tigar la Leptospirosis canina en el país y 
se comprueba también por primera vez 
la L. canícoía.

Es evidente por este trabajo y por los 
otros semejantes realizados en el país que 
la Leptospirosis existe en el país, segtfra- 
mente no sólo en los caninos sino en 
otras especies, inclusive el hombre.

Los serotipos más comunes y predomi
nantes en el perro son, según este traba
jo: L. canicoía, L. pyrogenes y L. baííum 
en porcentajes considerables. Luégo la 
L. icteTohaemorrhagiae, y la siguen con 
porcentajes bajos la L. Bataviae, L. aus- 
tralis y L. hyos.

Como consecuencia inmediata de este 
trabajo se consigue el primer aislamiento 
de Leptospiras, que son clasificadas co
mo serotipos L. canicoía, de la orina de 
2 perros que habían mostrado por este 
trabajo positividad al título máximo ante 
ese serotipo y títulos altos ante otros se
rotipos (2).

Recomendamos, por tanto:
1) Repetir este tipo de trabajo en hu

manos y animales.
2) Dar nueva importancia en las cáte

dras de Salud Pública del país a esta

Zoonosis que queda definitivamente 
comprobada.

3) Establecer como análisis corriente ru
tinario en la Clínica Canina la aglu
tinación lisis, y ojalá los cultivos de 
orina ante todo caso de ictericia, diá
tesis hemorrágica, hepatitis y sobre 
todo nefritis crónica.

RESUM EN:

Se utiliza por primera vez en el país el 
método de la aglutinación lisis para diag
nóstico de la Leptospirosis cahina.' Se en
cuentra positividad considerable a L. ca- 
nicola, con títulos máximos de positividad 
en diluciones hasta 1:12.800; de dos casos 
que mostraron esta alta reactividad se 
aíslan sendas cepas de L. canicoía.

Otros serotipos con considerable posi
tividad fueron la L. pyrogenes, L. balíum 
y L. icterohaemorrhagiae.

Se comprueba definitivamente la exis
tencia de esta Zoonosis en Colombia.

AG RA DECIM IENTOS:

Este trabajo no hubiera podido reali
zarse sin la colaboración del doctor Roy 
Casorso y del doctor Gustavo Manrique, 
del Programa de Patología Animal del 
ICA.
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