INVESTIGACION SEROLOGICA DE LEPTOSPERA

EN PERROS DE BOGOTA

Manuel José Torres, D. M. V. *

Se comprueba por este trabajo la

gresenma (P?Hnmv%pde Fa ?_eﬁépsp*rosw
nina en el pais.,Se recomienda | Uso
e la aqlutl acion, lisis .mlcroscdpepl(ia
ara la_Tnyestigacion  rutinaria a
eptospirosis.

Este trabajo_es_una variacion 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-
dan y parte de Sudafrica (2). Colom-
bia es el inico pais de Latinoameérica que
hasta la realizacion 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 mamiferos_domés-
ticos y la mayoria de los salvajes. El hom-

sidad Naciona

* Profesor. Asistente de Micr iologia, Fﬂcultad
de %Lcma eterinaria y Zootetnia, Univer-

bre es, en potencia, el huésped final de
la enfermedad.

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

‘La Leptospirosis fue identificada cli-
nicamente como_ entidad nosologica es-
pecifica por Weil (1870), aungue habia
sido ya descrita por Laudouzy (4).
Stimson (1906) describio un micrgor-
?anlsmo en_cortes de rifion de un pacien-
€ (ue murio de ictericia aguda y (iue se
diagnosticd como fiebre amarilla’ (4).

Los japoneses habian estado convenci-
dos de’la existencia de la enfermedad de
Weil como entidad mucho antes del des-
cubrimiento del agente etioldgico.

En noviembre de 1914 Inada et al.
(19162 vieron por primera vez esta espi-
roqueta en el tejido hepatico de un curi
inoculado con sangre de un_paciente que
padecia la ictericia aguda. Siempre fraca-
saron en aislar el orPamsmo de casos de
ictericia catarral. Llamaron al germen
Spirochaeta icterohaemorrhagiae.



8 FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y DE ZOOTECNIA

“Los alemanes por esa misma €época ha-

bian descubierto la Leptospira y la Ila-
maban Spiroclaeta hodosa (Hubner
Reiter, 1915 y 1916) (5). _

'En Inglaterra, Stolces, Ryle y Tittler
(1916 v "1917) comprobaron lo" hallado
por los” japoneses en soldados infectados
en Francia. Lo mismo, hicieron Dawson,
Hume y Bedson ,(119_16y 1917) en casos
estudiados en Belgica. “Costa” y Troiser
(1916?, en tropas francesas. Sisto (1917)
la hallo en el frente italiano (5).

Noguchi (1917 y 1918) estudio la es-

ﬁ)iroqueta de Inada aislada de casos en
nglaterra, Holanda y los Estados Unidos
deAmérica (Wolbach y Binger, 1914).
Estos Ultimos autores hallaron en realidad
la L. biflexa, que es la Unica especie sa-
aprofita conocida (6). .
_Noguchi $191_9) erroneamente descri-
hio a’laLep )
bre amarilla, pues la hallo en Guayaquil
en una epidemia de esa virosis (6).

En. Colombia Mufioz Rivas (1957)
examino tres lotes de sueros humanos y

uno_de sueros porcinos, encontrando po-

sitividad a la e}glutmamén con antigenos
vivos de 4.28% en los sueros humanos
(L. icterohaemorrhagiae) y 8.9% en los
sueros porcinos (L. pomona) (7).

Rivera y 61) encont
ron negatividad a la aglutinacion rapida
en sueros caninos (8).

Rivera (1961) Por microscopia (cam-
( aciones, cortes histolo-
?ICOS y fijacion de complemento, encuen-

PO 0scuro), inocu

ra negatividad en 140 ratas y 200 sueros
de diferentes especies (9).

Manrique (1961) no encontrd reacto-

res positivos en el personal del Matadero
Central (10),

Hincapié (1962) con aglutinacion ra-

pida _encontrd 36.0% de sueros bovinos
positivos a L. pomona (11).

ospira como causa de la fie-

Manrique (]1961) encontra-

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

MATERIAL Y METODOS

Nosotros escogimos el perro, por ser d
animal que como hugsped de [3’ enferme-
dad ofrece mas posibilidades de transmi-
tir la enfermedad al hombre y al nifio
especialmente. _

Las muestras se obtuvieron de tres gru-
pos de perros: o

12 Perros callgjeros: el grupo mds im-
porfante como portador Iy eliminador

orina) de la Leptospira; 106 machos y

0 hembras. Las muestras se obtuvieron
en el Coso Municipal y como colabora-
cion de Ia_camlpana antirrabica en el Ins-
tituto Nacional de Salud,

2) Perros caseros: es el grupo receptor
Mas importante y mas interesante como
transmisor al hombre; 169 machos y 3
hembras. .

Las muestras se obtuvieron_entre los
Perros pacientes de la Clinica Extema de
a Facultad de Medicina Veterinaria.

La muestra_ consistia en_sangre venosa
tomada asépticamente, dejandola coagu-
lar en la estufa a 37° C. y centrifugandola
cuidadosamente para obtener el Suro.

Al principio se utilizo la aglutinacion
rapida en placas J COn antigenos muertos,
(que pronto se escartd por imprecisa e
irreqular y por la presentacion de dema-
siadas reacciones cruzadas y autoagluti-
nacion en los ant|g1en.os. o

Preferimos la aP utinacion lisis siguien-
do estrictamente [a técnica del U. S. De-

artment of Health, Education and

Velfare (Galton, 1962) con antigenos
vivos (13).
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L Preparacion de los antigenos: usa-

mos doce cepas de LeptosPlras gentil-
mente cedidas por el doctor Cadimiro
Garcia, de la Facultad de Medicina Ve-
terinaria de la Universidad de Caldas:

N° 1 L. australis. Ballico.

N? 2 L. autymnalis, Akijam.

N 3 L. balium. S-102.

N 4 L. Batavige,

RIK)) 65 ll: ca,nlco{a. F]Alarlk.

: . grippotyphosa.

N7 LR

N? 11 L. icterohaemorrhagiae.

_ ngnberg.

N 12 L. hebdomadis. L. T. 117.

N? 13 L. pomona. S9L
N? 14 L. pyrogenes.
L. sefroe. K. N.

Las cepas enviadas Por Garcia s man-
tenian en medio Fletcher Modificado
semisolido * y se hacian resiembras cada
2 MESes.

Para la preparacion de antigenos se
sembraron en medio Stuart (Difeo) y s
hacian Eases cada semana. Al gasar (el
medio Fletcher Modificado al Stuart se
necesitan por 1o menos 3 pases para que
eI_or(I;anlsmo adquiera el ritmo de creci-
miento y buena densidad y suavidad.

La incubacion se hizo siempre a 30° C.
La transparencia rapida parece que redu-

iy AR A
nu Pente, . .|.'gg rodl conejo, 1.0, mi,
arcla, 1962: ) Esterilizar. al aufoclave 402
rol. de agya qestila enfriar a temperatura
mbjente; fadl mi. de suero esteriiza-
0 de canejo, normal (con pequena.cantjdad de
emqalobina): ) , Inactivay Ja solucion de suero
. 40 minutos: Un caliente, agregarle
IO %) 0 e G S
- e1r ’eD|§co-86%] 9 g?ais.%}n. F‘i—l y%GLZOGé

ocar Sn fubos de 5°mi. e inactivar a
1horaen 2 dias consecutivos

g O

ce la formacion de “breeding nets” a un
minimo.

Para la obtencion del antigeno se sem-
braba en medio liquido (Stuart) en pro-
%ormor) 1:10, en tubos con tapa de rosca.

espués se cultivaban 46 dias a 280
30°C, dy en cada pase se hizo control de
esterilidad en agar suero equino 10%
(Difeo) que se repetia antes de emplear
el antigeno. Esta vez se hacia tambien
examen al campo oscuro_para apreciar la
calidad (densidad y suavidad) del antige-
no. Si aparecia miy denso, ‘s diluia en
solucion salina amortiguada al 0.85%.

El antigeno mas aceptable es aquel
que tiene 100-200 leptospiras Bor campo
con ocular 125 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 frabajo no
fueron inactivados.

Los sueros todos se diluyeron al 1:25
con solucion salina (0.85%) amortiguada.
Los sueros positivos se diluyeron progre-
sivamente hasta el titulo maximo positi-
vo. A cada 0.2 mi. de cada una de las
diluciones de_suero y tubos seroldgicos s
agrego 0.2 mi. de antigeno. Se hacia agi-
tacion y luégo se incubaba a 30° C. por
3 horas. Luego_se hacia el examen al
campo oscuro, sin usar cubre-objetos, de
las diluciones de cada tubo. Se usaron el
objetivo de hajo poder y oculares 15 X.
FI, grado de agitacion o°lisis 0 ambos se
eian asi:

-f+-( Cuando 75-100% de las lep-
tospiras aparecen agrupadas o
lisadas.
+++  50-75%.
++  25-50%.
-f Menos de 25%.



10 FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y DE ZOOTECNIA

Como titulo de positividad del suero
se conocid la mas alta dilucion del
mismo en que hubo lisis completa
(- -). S06lo se_ consideraron como
vérdaderamente positivos aquellos sueros
con titulo por lo menos 1:200
Anotemos que la literatura da como po-
sitivos los sueros con titulo 1:100.

Siempre se trabajaron sueros control
Posmvo y Negativo para cada cepa y cada
ote de antigeno.

RESULTADOS:

De 383 sueros caninos analizados ﬁor
el método de la aglutinacion lisis, 115
(30%) se encontraron con titulos posifi-
vos a diluciones 1:200 o mayores. La dis-
tribucion de los sueros positivos (dilu-
cion 1:200) ante las 12 cepfs antigenos

0

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 mas altos; L. py-
rogenes (13.30%) ?/L: ballum (12.20%§.
Anotamos que en fa literatura consultada
no encontramos referencias a casos de
L. pyrogenes o L. ballum en perros. El
serofipo L. icterohaemorrhagiae ocupa el
47 lugar con 4.1%. o

Més bajos resultados de positividad se
encontraron ante L. Bataviae (1.5%),
L. australis (1.0%) y L.hyos (0.2%). Los
demas serotipos fueron negativos,

El ndmero total de Sueros positivos no

estd representado por la suma de las par-

ciales por antigeno, ya que como lo com-
probaron Murphy et al. (14) (1938)

(13), obtuvimos varios sueros, con reac-
cion cruzada frente a varios antigenos.
En nuestro caso las reacciones criizadas
Se presentaron con:

L. ballum.

L. canicola. _

L. icterohaemorrhagiae.y
L. pyrogenes,

Kesp,emalmente entre los que presenta-
an titulos altos. En la Tabla N? 2 s
aprecian las reacciones entre 10 Sueros
positivos y los antigenos que méas reac-
cion cruzada mostraron en este trabajo.

El titulo méximo encontrado fue de
1:12.800 en 7 de los sueros, asi:

4 ante L. canicola.
2 ante L. hallum.
2 ante L. pyrogenes.

El suero 255 mostrd titulo maximo de
1:12.800 ante los serotipos:

L. ballum.
L. canicola.

Estos resultacos se observan en la Ta-
bla N? 3. De dos casos se logro (Manri-
que, 1964) (2) aislar sendas cepas de
Leptospira que ‘el Laboratorio de Micro-
biologia y Bacteriologia, Departamento
de Salud, Queensland; Australia, identi-
fico como pertenecienes al gruP,o,L. G
nicola. El comportamiento serologico de

estos 2 casos Se aprecia en la Tabla N94
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TABLA N@ 1
N9 de sueros

Serotipo de Leptospira analizados — + %
L. Canicola .......ccccrvvvvrsnen 38 2% 92 23.7
L. Ballum . 388 342 46 12.2
L, PYrOGENES...ovcvevpirerrrern 308 33 2 13.7
L. Icterohaemorrhagiae . . . 308 . 312 16 4.1
L. Bataviae.....ccvvrsvvennn 388 382 6 15
L. AUSLralIS .ovvvvvvverivsrenn 388 384 4 1.0
L HYOS nnmvssensnensnens 308 37 1 0.1
L. Grlppotyphosa ................... 388 0 0 0
L. AutomnaliS...ecnnn 388 0 0 0
I 0] 11T - O 388 0 0 0
L. SE/N0E oo 38 0 0 0
L. Hebdomadis...........cevvees 388 0 0 0

Resultados de la aglutinacion lisis en ios 388 sueros caninos, ante los 12 serotipos de Leptospira.

TABLA N? 2

TITULO DE AGLUTINACION LISIS frente a:

Nimero L. Ballum L. icterohae-
de identificacion S-102 L. Carnebla morrhagiae L. Pytogenes

del animal Alarik Wignberg
18 1400 1 1.600 1 1.600 1 6.400
21 1 1.600 1 6.400 1 1,600 1 6.400
50 1200 1 1.600 1400 1 3.200
% 1 1.600 1 6.400 1 6.400 1 6.400
60 1200 1 1,600 190 1 3.200
223 1800 1 6.400 | 6.400 1200
230 1400 1 1.600 1 2 1%
237 I 50 1 1.000 - 1 50
161 190 1800 1% 1200
162 1100 . 1400 - 1200

Reaccion cruzada de 6 sueros caninos positivos frente a L. Canicola, L. Pyrogenes, L. icterohae-
morrhagiae 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 o1 200 . 1. 2.800
102 1. 200 . 1400 1. 12800 -

113 : 1. 6.400 1. 800 1: 12.800

231 1200 : 1. 2.800 . 5

34 1. 1.600 L 50 1. 12.800 1. 1600

255 1: 12.800 1. 400 1. 12.800 1. 3.200

271 1: 12.800 1. 800 . L 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

(@)
(N PNTFFRIONE

|
, Ly
5 IR
9 o} ff
] Poo o1 by T
%
33 1 800 1: 1600 1:5 - — 1 o - = F—

31 1600 112800 L 50 - .2 o . ie s e -
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DISCUSION:

Por_este trabajo J el continuado por
Manrique et al. "(1964) se hace por pri-
mera vez en el Pal_s una investigacion por
medio de la aglutinacion lisis para inves-
tigar la Leptospirosis canina en, el pais y
se comprueba también por primera vez
la L. canicoia. _

Es evidente por este trabajo y por los
otros semejantes realizados en el pais ?ue
la Leptospirosis existe en el pais, segtira-
mente no_s6l0 en los caninos Sin0 en
otras especies, inclusive el hombre.

Los serotlloos Mas comunes y predomi-
nantes en el 3
jo: L. canicoia, L. pyrogenes y L. baifum
en porcentajes conSiderables. Luégo Il
L. icteTohaémarrhagiae, é/ la siguen con
Por_centajes bajos 1a L. Bataviae, L. aus-
lisy L. hyos.

Como consecuencia inmediata de_este
trabajo e consigue el primer islamiento

de Leptospiras,” que son clasificadas co-

Mo Serotipos L. canicoia, de a orina de
Z%erros que habian mostrado por este
trabajo positividad al titulo maximo ante

ese seroti2p)o y titulos altos ante otros se-

rotipos (
Recomendamos, por tanto:

1) Repetir este tiPo de trabajo en hu-

Manos y animales.

2) Dar nueva imBortancia en las céte-

dras de Salud Pablica del pais a esta

Perro son, sequn este traba-

Zoonosis (ue Queda definitivamente

comgrobada.

3) Establecer como anélisis corriente ru-
tinarig en. la Clinica Canina la aglu-
tinacion lisis, y ojala los cultivos de
orina ante todo caso de ictericia, dia-
tesis hemorragica, hepatitis y sobre
todo nefritis Cronica.,

RESUMEN:

Se utiliza por Prl_mera,vez_ en el pais el
meétodo de la aglutinacion lisis, para diag-
nostico de la Leptospirosis cahina.' Se en-
cuentra positividad considerable a L., ca-
nicola, con titulos maximos de positividad
en diluciones hasta 1:12.800; de dos casos
que mostraron esta alta reactividad se
aislan sendas cepas de L. canicoia.

. Otros serotipos con considerable POSi'
tividad fueron'la L. pyrogenes, L. balium
y L. icterohaemorrhagiae.

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