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Amaya, M. 2009. Contribuir a la megjora de la salud publica en la ciudad de Catacamas,
Olancho, Honduras, mediante € diagndstico de la prevalencia de Leptospirosis canina.
Utilizando la técnica de Micro-aglutinacion (MAT), para e registro y control de casos.

Palabras claves. Leptospirosis, caninos, prevalencia, MAT.

RESUMEN

Con € objetivo de Contribuir a la mejora de la salud publica en la ciudad de Catacameas,
Olancho, Honduras, mediante el diagnostico de la prevalencia de Leptospirosis canina
Utilizando la técnica de Micro-aglutinacion (MAT), para € registro y control de casos En
el periodo del 11 de marzo a 24 de agosto del 2009. Para conocer la poblacién canina con
posibilidades de infestacion con Leptospirosis segun, sexo, edad, factores de riesgo. Y
determinar € grado de infestacion y una estrategia técnica y econdmica para € control y
seguimiento contra la Leptospirosis. Se realizo un muestreo de 380 canes, correspondiente
al 10% de la poblacién canina en dicha ciudad. Extrayéndose 3 ml de sangre de la vena
radial y safena externa, luego de procesarla para separar €l suero mediante precipitacion,
fueron trasadados a laboratorio del  INSTITUTO HONDURENO DE
INVESTIGACIONES MEDICO VETERINARIO. Para su andlisis mediante la técnica
MAT. Luego se tomo una segunda muestra de orina a los animales reactivos, para realizar
un cultivo haciendo uso de un medio de cultivo con antibidtico flurouracilo (5-fu) De
acuerdo con los resultados obtenidos, de 380 canes, 5.1% son positivos y 94.9 % negativos
a Leptospirosis encontrandose |0s siguientes serovares: canicola, icterohemorragica, hardjo,
grippotyphosa.
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Amaya, M. 2009. Help for  the publics in the Catacamas city, Olancho, Honduras.
Descriptive study of canine Leptospirosis prevalence with the tecnic micro-agglutination
(MAT) for the control and dates of case.

ABSTRACT

The Leptospirosis is considere one of the most widespread zoonosis in the word. The dog
acts as a potential disseminator of this disease since it maintains a close relationship with
man, while other animals both domestic and wild. In ordeto townsof the Catacamas city,
Olancho, Honduras. Performed asamble of 380 dogs, corresponding to 10% of dogs in the
eight towns. 3ml of blood was drawn from the external saphenous vein, the processed to
separate the blood serum of plasma by precipitation, transferred to the laboratories of
INSTITUTION HONDURENO OF INVESTIGE VETERINARI MEDICAL, for analysis
by MAT and Rx orine. Acorrding to the results obtained by a MAT of 380 dogs, 94.9%
negative and 5.1% positive to Leptospirosis found the following serovars canicola,

icterohemorragiae, hardjo and grippotyphosa.



. INTRODUCCION

La Leptospirosis es una enfermedad contagiosa del hombre y los animales, causada por una
bacteria que se agrupa en serovariedades inmunoldgicamente distintos. Las infecciones
pueden ser asintomaticas o presentar gran variedad de signos como; insuficiencia rend,
hepética, fiebre, vomito, infertilidad, hemoglobinuria y muerte. El ecosistema juega un
papel importante en € ciclo de transmision de la Leptospirosis ya que la infeccion
normalmente es adquirida a contacto de la piel 0 mucosas con aguas contaminadas con
Leptospira. El crecimiento de las ciudades sin condiciones sanitarias adecuadas y los
recientes eventos naturales en lo que se refiere a huracanes y grandes inundaciones han

propiciado €l neo aparecimiento de ésta enfermedad (Bosio y Bergagna, 2000).

En todo & mundo se han descrito més de 220 serovares pero, frecuentemente, las
infecciones se producen por un nimero limitado de serovares endémicos de una region o
pais y su presencia esta intimamente ligada a factores ecoldgicos y medioambientales De
manera secundaria, también puede haber pérdidas econdmicas como consecuencia de la
insuficiencia renal y hepética transitoria producida por estos microorganismos Por ultimo,
en animales jovenes puede darse, aungue con poca frecuencia, un cuadro agudo grave que
cursa con fiebre, ictericia, hemorragias y hemoglobinuria'y que frecuentemente es de curso
fatal (Jiménezy Diaz, 1998).

La Leptospirosis en humanos se conoce desde 1886, afio en que Adolf Well describe un
sindrome ictero hemorrégico acompafiado de insufiencia renal. En 1905 Stemsom
identifico espiroquetas en los tubulos renales de un paciente a que se le diagnostico fiebre
amarilla. En 1915 Inada & ldo cultivaron por primera vez € organismo y se pudo

determinar que larata erareservorio (Watt, 1990).



Estudios de prevalecia realizados en algunas naciones americanas arrojaron los siguientes
resultados. México 14.1%, Argentina 3.8%, Brasil 9.8%, Cuba 12%, El Salvador 17.5%,
Colombia 18.5%. Las encuestas serolégicas han sido ampliamente utilizadas, para e caso
en laregién costeray Cordilleradel Pacifico en Guatemalaen 1963, se reportd un 3,45% de
infectados (Benenson, 1997).

En Nicaragua 1995 se reportd un brote de 2,419 casos, con presentacion clinica de
neumonia hemorréagica en humanos. Siendo facilmente confundida con otras enfermedades
comunes como dengue hemorrégico. En Honduras los primeros indicios de Leptospirosis
en humanos se registraron en octubre de 1995, reportandose cinco casos sospechosos por
clinica y epidemiologia en la comunidad de Albarrada municipio de ElI Corpus
departamento de Cholutecay € primer caso en animales se registro en 1964 en un lote de

cerdos importantes de estados unidos (Pereira, 2009).

En € afo 1975, Luis A. Espinoza reaizé un estudio de Leptospirosis en bovinos, en €
valle de Comayagua, Honduras encontrando una prevalencia de 38%, siendo los
Serogrupos mas frecuentes. L Bataviae, L Pyrogenes, L Canicola, L Pomona, L.
Grippotyphosa, L Sejroe, y L. autumnaes. A partir de 1985 € Instituto Hondurefio de
Investigaciones Médico Veterinaria (1.H.1.M.V) inicio la vigilancia de laboratorio en forma
sistematica através de la micro aglutinacién, los datos en e 2001 mostraron que de 30,517
muestras en porcinos y de 62,140 en bovinos, se obtuvo una distribucién de méas de 16

serovares en todo € pais (Velasquez, 2004).



En el mes de noviembre del afio 1998 y a consecuencia del huracdn Mitch se present6 un
brote en todo € pais de Honduras, identificandose 172 casos de Leptospirosis: Los
municipios mas afectados fueron: en la region norte, San Pedro Sula, La Limay en la
region central Tegucigalpa, siendo & grupo de edad més frecuente el de 15 a 49 afios. Las
serovariedades identificadas fueron: L. icterohemorragica, L. hardjo, L. canicola. En éste
brote fallecieron 7 pacientes lo que significa una tasa de letalidad de 4.06% (Rosales,
2001-2002).

El perro no es & Unico animal afectado por la Leptospirosis, también € bovino, € cerdo, €
caballo, y muy raravez las oveas, siendo € principal foco infeccioso las ratas, por o tanto
debe practicarse estrictamente las normas de bioseguridad para evitar contagios. Brindando
estabilidad en cuanto a salud se refiere. La Leptospirosis en la poblacién humanay animal,
es una enfermedad de la que existe muy poca disponibilidad de datos oficiales en
Honduras, por lo que origina la necesidad de determinar € nivel de exposicion a contagio
directo e indirecto y establecer las acciones de control y prevencién correspondientes para
que las mismas se realicen de forma sostenida en el @mbito nacional (Orellana, 2009).

En la actualidad no se puede considerar La Leptospirosis como una enfermedad exotica en
ninguno de los paises ded Continente Americano. Actuamente la Organizacion
Internacional de Enfermedades (OIE) |a considera de reporte obligatoria, siendo la ciudad
de Catacamas, Olancho, lugar donde las condiciones ambientales favorecen la presencia de
la leptospira y por no existir hasta el momento ningun estudio de Leptospirosis canina,
tomando en cuenta que esta especie convive directamente con los seres humanos, se decide
llevar a cabo este trabgjo de investigacion, donde se pretende realizar un diagnostico de

prevalencia de Leptospirosis canina (Iglesias, 2009).



1. OBJETIVOS

2.1. General

K/

+ Diagnostico de la prevalecia de Leptospirosis canina. Utilizando la técnica de
Micro-aglutinacion (MAT), para €l registro, control y Contribuir a la mejora de la
salud publica en la ciudad de Catacamas, Olancho, Honduras.

2.2. Especificos

% ldentificar la poblacion canina con posibilidades de infestacion con leptospira,
seglin sexo, edad, factores de riesgo, con la recoleccion de datos a través del
muestreo de sanguineo.

« Determinar e grado de infestacion de leptospira en la poblacion canina de La
Ciudad de Catacamas Olancho, a través de la obtencién de titulos en la prueba

inmunol 6gica.

X/
°

Recomendar la implementacion de una estrategia de control y seguimiento contra la
enfermedad de Leptospirosis.



1. MATERIALESY METODO

3.1 Descripcion del area de practica

El estudio se llevo a cabo en la ciudad de Catacamas, Olancho a 254 kilometros, sur este
de la ciudad de Tegucigalpa, Capital de Honduras, con una poblacién de 79,000 habitantes
y ubicado a 14° 56’ y 14° 23" latitud norte y 86° 19" longitud oeste, a una atura de 350 mts
SNM, presenta una temperatura promedia de 25°C, con una humedad relativa de 67.66%,
precipitacion fluvial promedio anual de 1311.25.

3.2 Disefio metodoldgico

El estudio fue orientado por los Médicos Veterinarios y Microbidlogo del Departamento de
Produccién Animal de La Universidad Nacional de Agricultura (E.N.A.) en conjunto al
departamento de Veterinaria de La Universidad Nacional Agraria (U.N.A.), Nicaragua.
Los andlisis de laboratorio fueron orientados por la especiaista en Microbiologia del
Instituto Hondurefio de Investigaciones Medico Veterinaria de Honduras (IHIMV). La
colaboraciéon para la extraccién de sangre por parte de los pasantes de la carrera de
Medicina Veterinaria de la Facultad de Ciencia Anima (F.A.CA.- UNA) Y €
Departamento de control y prevencion del centro de salud de Catacamas, y |a participacion

de los estudiantes de cuarto afio de Ing. Agronémica- E.N.A.

Se recolectaron las muestras sanguineas para realizar la técnica laboratorial MAT.
Tomando & 10% de la poblacién canina vacunada en la jornada de vacunacion contra la
rabia, en € periodo del 23 de marzo a 27 de marzo. Se incluyeron todos los perros
residentes de 3 meses de edad 0 mayores, previo consentimiento de sus duefios. Luego con
los animales que resultaron reactivos en el MAT, se les tomo una segunda muestra (orina)
parareafirmar o descartar sospecha de infeccidn por leptospira, mediante €l cultivo de orina
en conjunto a la recoleccion de aguas en los lugares de origen de los mismos para filtrarlas

y aidar labacteria leptospira.



3.3 Mangodelainvestigacion
3.3.1Volumen y mangjo dela muestra de sangre

Para obtener las muestras de sangre se aprovecho la jornada de vacunacién canina contra
La Rabia en la ciudad de Catacamas, obteniéndose el 10% del total de perros vacunados. La
muestra de sangre se extrgjo de la vena safenay de lavenaradial. El volumen de la sangre
fue aproximadamente de 5 ml, sin anticoagulantes en tubos de ensayos con tapones de
goma. Posteriormente se transporto al laboratorio de Sanidad Animal y luego por € método
de precipitacion con gotero se obtuvo e suero para luego ser depositado en viaes con
capacidad de 0.75 ml, no hemolizada, identificada, conservada y congelada a una
temperatura de 4 a 8°C. Las muestras finamente fueron transportadas para ser analizadas
en e laboratorio de IHIMV.

La presencia de anticuerpos se detectd por medio de micro-aglutinaciéon. Se usaron como
antigenos los siguientes serotipos: icterohemorragiae, canicola, australis, panama,
tarassovi, ballum, grippotyphosa, bataviae, hardjo, Pomona y grippotyphosa. Un suero se
considerd seropositivo cuando € titulo (es decir, € inverso de la méxima dilucion micro

aglutinante) fue de 1/800 o0 mas para algun serotipo

3.3.2Volumen y mangjo delamuestradeorina

Los animales que resultaron reactivos a la infeccion con Leptospiras, mediante la prueba
laboratorial de micro-aglutinacion (MAT). Se le tomo una muestra de orina para realizar un
cultivo. Para redizar estas muestras se aplico diuréticos y se recolectaron
aproximadamente, 5 ml de la orina en frascos previamente desinfectados. Se transportaron
a una temperatura ambiente a laboratorio de sanidad animal para ser cultivados en un

medio semiliquido con antibi6tico fluorouracilo (5-fu).



3.3.3 Volumen y mangjo de las muestras de aguas

Para obtener las muestras de agua se visito los barrios y colonias donde habitan |os caninos
a los cuales se les extrgjo la muestra sanguinea para que hubiera una concordancia de
resultados, utilizando frascos estériles en una cantidad de 20 ml, la que fue transportada al
laboratorio de sanidad animal de la universidad nacional de agricultura y luego a
laboratorio de IHIMVH, para proceder hacer a cultivo.

3.3.4 Método estadistico

Para la interpretacion de datos fue necesario € uso de la estadistica descriptiva utilizando
distribucién de frecuencia para las variables. La base de datos se obtuvo de las
observaciones de campo y laboratorio. Se registraron en hojas de Excel, las cuales se
analizaron en el paguete estadistico del programa SAS (Stadistic Anaysis Sistem),
seguidamente, € andlisis de varianza y correlacion linea entre la prevalencia de
Leptospirosis y las variables edad, sexo y factores de riesgo por la homogeneidad de
varianza (Myers, 1985).

3.3.5Variablesa evaluar
Prevalencia: indica € numero de casos que prevalecen en cierto tiempo. El punto de

prevalenciaes el nimero total de casos existentes en ese punto del tiempo, no importando si
los casos son nuevos, vigjos o0 casi recuperados (Garcia, 1990).



# Animal positivo
% PrevalenCiam —-------mnmsmmmemm e e * 100
# Total de animales muestr eados

# De animales positivos: es e porcentaje de animales que son confirmados a través de la
prueba de micro aglutinaciéon MAT vy cultivo de orina.

# Total de animales muestreados.

20
% prevalencia= ------------=--mmmm oo * 100
380

3.3.6 Materialesy equipo

Para |a recoleccion de muestras de sangre se utilizo, hieleras o termos, jeringas de 3 ml con
aguja 23G x 1 1/2, alcohol, algododn, tubos de ensayos, pipetas, viales, agua destilada,
frizer, guantes latex, gabachas. Para la recoleccion de oring; frascos estériles, igual parala
recoleccion de las muestras de agua. Para inducir la miccién, diuréticos. (Furosemida) 0.5

ml por cada 5 kilogramos de peso corporal.

3.3.6.1 Materialesdelaboratorio:

Micro pipeta multicanal 0-20 ul. Micro pipeta multicanal 300 pl. Micro placas, Tubos de
ensayo, Laminas portaobjetos, Gabachas, guantes. Agua destilada, filtros tipo millipore de
0.22 um, guantes, anteojos de seguridad y cubre bocas, pipetas seroldgicas, de 5y 10 ml,
tubos de calidad cultivo celular de 10 ml.



3.3.6.2 Equipo de laboratorio:

Microscopio campo oscuro, Espectrofotometro, Incubadora, Refrigeradora, autoclave,
Erlenmeyer estériles de 25,50, 125, 250, 2000 ml, beaker estéril de 2 litros, botellas de
vidrio estéril de aproximadamente 50 y 150 ml. Botellas de vidrio estériles de 500ml.



V. Resultados Y Discusion

4.1. Laprevalenciaes de 5% correspondiente a los 380 canes muestreados en la ciudad de
Catacamas, Olancho.
Estos resultados son menores a los reportados por Silva y Riedemann (2007), quienes

realizaron estudios similares en Valdivia, Chile, usando € método empleado en este
estudio, para ese caso analizaron 400 sueros caninos de los cuaes y reportando una
prevalencia de 14.8%.

En cambio Correa y Estrella (2008), realizando estudios en €l distrito Il de la ciudad de
Managua. Analizaron 76 sueros caninos, mediante el mismo método, y obtuvieron una
prevaencia menor con 3.3%.

En cuanto a los resultados obtenidos por, Polo (2008) en la zonal8 de la capital de
Guatemala, De 30 sueros caninos analizados mediante el MAT la prevalencia fue de

23.33%, igualmente comparando |os resultados son mayores a los de estainvestigacion.

4.2. Diagnostico mediante la técnica de micro - aglutinacion (MAT)

Se encontré el 5.1% positiva con Leptospirosis.

N Minimo | M&imo | Media

Edad 160 6 96 29.67

4.2.1. Edad

Se encontré que € 10% de la poblacién muestreada presentaban edades menores de 6
meses; e 25% con edades de 30 meses y € restante 65% con edad igual o mayor a 96
Meses.

Fig.1. porcentaje de afeccion por edad



En cuanto a los resultados por Corea y Estrella (2008) Managua, Nicaragua, en donde €l
80.3% de la poblacion muestreada presentaba edades menores o iguales a 12 meses de
edad, € 10.5% correspondia a canes de 30 a 48 meses de edad y € 9.2% a canesiguales o
mayores de 96 meses.

4.2.2. Sexo

Se encontr6 que & 40% de la poblacion era hembray el 60% machos.
Estos resultados son similares a los obtenidos por Corea y Estrella (2008) en € distrito 11,

Managua, Nicaragua. Con 76 sueros caninos y analizados con el MAT, de los cuales 66%
fueron machos y 34% hembras.

En Guatemala, Polo, (2007) de 30 sueros caninos 28.57% fueron hembras y 71.42%
machos, confirmando lainfeccion la presentan mayormente |os machos.

Fig. 2. Afeccion de sexo segun le edad del perro

4.2.3. Sexo segun la edad.

Los machos reactivos se encontraban en un promedio de 24 meses de edad y las hembras
en 30 meses. Los resultados indican que la infeccion es més frecuente en machos con la
edad entre 3 a 8. Estos resultados obtenidos son similares a los de Rubel. et al (1997), en
Buenos Aires, Argentina. Resultaron que de 127 sueros caninos 45% fueron hembras con
un promedio de 30 meses de edad y 63% macho con una edad promedio de 24 meses.

4.2.4. Raza
Se manifestd 48 canes de RND, 15 pastor Aleman, 21 pit bull, 14 pequinés, 9 ddmatas, 10

doberman, 12 rotwailler, 15 labradores, 16 boxer.



4.25.Barrio

De los 12 barrios muestreados, 4 de la zona central y 3 de las zonas periféricas presentaron
mayor cantidad de canes afectados siendo estos los barrios; El centro, La Donald, El

Espino, La Agricola, ojo de Agua, Juan Pablo I, y La Cruz.

4.3. Diagnostico mediante el cultivo deorina

4.3.1. Edad
Los canes gque presento mas crecimiento de leptospiras en la orina fueron los de 24 meses
con 7 muestras con crecimiento, seguido de 48 meses con 3 muestras, 12, 34 y 60 meses de
edad, con 2.

4.3.1. Sexo

El crecimiento de Leptospira con respecto a sexo corresponde a 5 hembras y 9 machos.de
14 casos.

4.3.1. Raza
Al redlizar e cultivo de orina paralaraza 1(RND) presentaron crecimiento 10 canes, 2 para
laraza 8 (labrador) y 2 paralaraza 9 (béxer). Paraun total de 14.

4.3.1. Barrio

En el barrio 1 de 19 casos se encontrd 1 con crecimiento de Leptospira, en € barrio 5 de 13
se encontraron 2, en € barrio 6 de 15 se encontraron 3 en € barrio 7 se encontré 1, en €
barrio 9 de 13 casos se encontraron 2, en e barrio 10, de 10 casos se encontr6 1, en €l
barrio 11 de 8 se encontraron 2 y en € barrio 12 de 6 casos se encontraron 2 con
crecimiento de leptospira.



4.4. Discusion de la lnmunidad ante la L eptospira

Ante la agresion producida por las Leptospira, € organismo reacciona primariamente con
una respuesta sérica caracterizada por la produccion de inmunoglobulinas (1g) del isdtopo
IgM, que pueden detectarse por €l método de aglutinacion microscopica (MAT). Las IgM
elevan su nivel traslainfeccion siendo detectable alos pocos dias en la fase de bacteriemia,
dificultando la multiplicacion de La Leptospira, pero no la destruye, poco después

disminuye, y comienzan a detectarse la 1gG especificos, que produce la lisis de las

Leptospira.

En la figura 1. Donde se ilustran los porcentagjes de edades, se encontré la minima de 6
mese, |o que nos indica, que esta edad no es muy frecuentemente infectada por Leptospira
debido a que e cachorro posee inmunidad transferida por la madre durante la lactancia, en
cuanto a los animales mayores de 96 meses ya han creado resistencia. Concluyendo que los
canes en e promedio de 30 meses de edad estas expuestos a la infeccidn porque los Ac.
Que obtuvieron de la madre disminuyeron, es por esto que necesita reforzar su inmunidad

con vacunas.

En la figura.2. Se refiere al sexo segun la edad. En general se sabe que las hembras de
cualquier edad son mas resistentes que el macho, la diferenciacion esta intimamente ligada
con las hormonas sexuales, que han demostrado claramente afectar al sistema inmunitario.
Laprincipal célula afectada es € linfocito T, y hay evidencia que sugiere que las hormonas
sexuales pueden alterar su balance, el hecho que la hembra reaccione mejor es debido ala
produccion de hormonas esteroides y su influencia sobre € tgjido linfoides ( Sosa et
al,2007).



4.5. Titulos de anticuer pos de canes r eactivos
L eptospira

Ictero.

1/100
1/200

1/100
1/200
1/200

Pomona Hardjo Canicola Bataviae Panama Austrais Ballum Tarassovi

1/800
1/400
1/400
1/1600
1/800
1/800
1/100 1/200 1/100 1/200 1/400
1/400
1/400
1/400
1/800 1/100
1/400
1/400 /100
1/400
1/400
17200 1/400 1/100
1/400 1/100
1/400 1/100
1/100 1/200 1/100

Considerando los serovares de Leptospira en e pais de Honduras. Mediante e MAT, los
titulos encontrados fueron de 1/100 y superiores a titulos entre 1/400 y 1/1600,
correspondiente la gran mayoria a los serovares canicula, icterohemorragiae, bataviae y
hardjo. Indicando presencia de anticuerpos en e organismo de los canes, los cuales
pudieron ser inducidos por vacunas debido a que estas contienen los serovares, L. Canicula,
L. Icterohemorragiae, L.Pomona, y L.Grippotyphosa. O también pudieron haber creado
inmunidad por estar expuestos a la enfermedad.



El mecanismo de accion de las vacunas se basa en estimular € sistema de defensa del
organismo. Cuando un virus o cualquier otro agente infeccioso penetran en el cuerpo, las
células de defensa (linfocitos T) lo reconocen y crean anticuerpos especificos para atacar
cualquier agente que contenga esa particula que han detectado, McDonough (2001).

Silva y Riedemann (2007) Valdivia Chile mediante el mismo método. De 400 sueros
caninos. 59 obtuvo titulos 1:100 y superiores (seroprevalencia 14,8%); un 72,88% del total
de éstos reacciond a titulos entre /400 y >1/1.600, correspondiendo la gran mayoria

(97,67%) alos serovares ballum, canicula e icterohaemorrhagiae.

En Guatemala, Polo (2007). De 30 sueros caninos, analizados con € MAT presentaron
aglutinacion a anticuerpos con titulos superiores de 1/200 con los serovares, canicola,
icterohemorragiae, Grippotyphosa, australis y pyrogenes. En comparacion a los resultados

de esta investigacion son similares.

En Nicaragua, Peldez. (2007) De 120 sueros de perros, la seroprevaencia estuvo dirigida a
los serovares siguientes. Pomona, canicola y hardjo respectivamente con titulos
aglutinantes entre 1\200 y 1\800. Estos resultados son menores en comparacion con los

obtenidos en esta investigacion.



Fig.3. porcentgje de | os titul os de anticuerpo paralos serovares.

Los porcentgjes paralos titul os de anticuerpo para Leptospirosis, fueron los siguientes:
Icterohemoragiae 13.88%, Pomona 5.56%, Hardjo 11.11%, Canicola 33.33%, panama 1%
Bataviae y Australis 16.67%.

Este cuadro nos indica que de los 10 serovares existentes en la zona, 7 son los méas
frecuentes en la infeccion de los caninos, y como resultado de la invetigacion, se sabe que
la rata es € reservorio primario de los serovares Icterohemoragiae y Bataviae, sefialando
gue tanto la poblacion humana como la canina estan expuestos al contacto con las orinas de
los roedores. La mayor via de trasmision para los perros son ellos mismos, debido que los
resultados de este estudio indican que, L.Canicola es la representado con un alto porcentaje

siendo esta propia de los canes.

La ciudad de Catacamas es una zona ganadera, |0 que hace normal la presencia del serovar
Hardjo. Siendo esta la tercera en afectar a los perro, y puede ser por la convivencia de

dichos animales, en el campo para beneficio de los ganaderos.



Al redlizar este estudio, se descubrié que los canes presentaron més de un serovar a
momento de MAT. Siendo las combinaciones de serovares mas frecuentes,
icterohemorragiae-canicola, hardjo-canicola y icterohemorragiae-canicola-hardjo. Estos
resultados nos demuestra que 1os perros pueden infectarse con varios serovares ademés del
canicola y servir como huéspedes accidentales, asi también lo confirma, Acha, (2001),
indicando que cada serovar tiene su 0 sus huéspedes animales predilectos, pero cada

especie animal puede ser huésped de uno 0 més serovares.

Siendo estos resultados similares a los reportados por Rodriguez et al (2004) de 197 sueros
analizados, en Cali, Colombia, los patrones con aglutinacion fueron: gryppotyphosa-hardjo,
canicola-hardjo, y canicola-icterohemorragiae-gripotyphosa.

Al comparar estos resultados con los reportados por Corea y Estrella (2008) hay una
similitud con los serovares encontrados, siendo porcentuados de la siguiente manera

canicola 50%, icterohemorragiae 25% y pyrogenes 25%.



V. CONCLUSIONES

e La prevalencia es de 5% correspondiente a la ciudad de Catacamas, Olancho,
Honduras.

e No existe la relacion significativa en cuanto a la positividad y las variables raza y

barrios.

e Loscanesen e promedio de 30 meses de edad estan expuestos a lainfeccion porque
los Ac. Que obtuvieron de la madre disminuyeron, es por esto que necesita reforzar

su inmunidad con vacunas.

e Los canes reactores con titulos 1/800 o més en latécnica MAT. Fueron sometidos a

un cultivo de orina.

e Los sarovares encontrados mediante d MAT fueron; L.Canicola,

L.Icterohemorragica, L.Hardjo, L. Gryppothyposa.



VI. RECOMENDACIONES

Al ministerio de salud

v Dar seguimiento alos casos positivos.

v Ejecutar laprevencion y control de la enfermedad por medio de camparias.

v Concientizar a la poblacion acerca de la gravedad de la enfermedad, € peligro que
representa esta parala salud y paralavida humana, asi como € rol delos caninos en
latransmisién de La Leptospirosis.

v' Redlizar estudios epidemiolégicos cada afio en todos los animaes domésticos y

silvestres, no enfatizar solamente en |os roedores.

A los médicos veterinarios
v' Tomar medidas profilacticas durante la practica de sus labores.
v Informar a los propietarios acerca de las enfermedades zoondticas, instruyéndoles

las medidas que deben tomar para evitar |a propagacion de estas.

A lapoblacion
v' Mantener lahigiene en e hogar, evitar aguas servidas, control de vectores.
v Evitar que & can se mantenga en las calles.

v" Llevar un control veterinario.
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VIII. ANEXQOS



ANEXO 1. Formulario de Toma de Muestras de sangre

UNIVERSIDAD NACIONAL DE AGRICULTURA
JORNADA DE VACUNACION CONTRA LA RABIA
FORMULARIO PARA TOMA DE MUESTRA SANGUINEA CANINA

Historial clinico:

Generalidades

Nombre del propietario: Teléfono:
Direccion:

Datos del Paciente
Nombre: Especie:

Sexo: Edad: Raza:

Vacunas anteriores:

Fecha de ultima vacuna:

Ritmo Respiratorio: Ritmo Cardiaco: Temperatura:

Sustentante Asesor



ANEXO 2. Formulario de Remision de Muestras de sangre.
SECRETARIA DE AGRICULTURA Y GANADERIA
SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD AGROPECUARIA (SENASA)

SUB-DIRECCION DE SALUD ANIMAL

Estudio Seroldgico Leptospirosis Canina

Remisién de Muestras

RESULTADOSDEL DIAGNOSTICO DE LEPTOSPIROSIS

FORM. B.T.3.N°.

B. GENERALTDADESDE LOS CANINOS EXAMINADOSY RESULTADO

DE LEPTOSPIROSIS

e .. Vacuna contra
| dentificacion T
) L eptospirosis )
Canino | Edad Resultados Observaciones
Tubo Anllma S No
Fecha / / / Firmay sello CMVH del

Dia Mes Afo

Meédico Veterinario Responsable

Castro

Nacional de Agricultura

Dra. Marlen

Universidad




ANEXO 3. Formulario Paralarecoleccion de Agua

UNIVERSIDAD NACIONAL DE AGRICULTURA
MUESTRASDE AGUA DE LA CIUDAD DE CATACAMAS, OLANCHO,
HONDURASC.A
ANALISISDE LEPTOSPIROSIS

# de muestra Barrio

barrio & porvenir (rio Catacamas)

barrio lahoya

barrio lacruz

barrio sunilaba

barrio & centro

barrio los laureles

barrio las flores

barrio ojo de agua

barrio el espino (rio Talgua)

BSlo|o|~|o|u|swin|k

agua potable de la universidad nacional de agricultura

Sustentante asesor




ANEXO 4. Encuestarealizada al momento dela recolecciéon deorina.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE AGRICULTURA
ENCUESTA DESCRIPTIVA DE LAS CONDICIONES AMBIENTALES A LA QUE
ESTAN EXPUESTOS LOS PERROS MUESTREADOS,

Encuestador............cocvn ... fecha............ Nombre encuestado.............ooveeeen...
Teléfono.................. Direccion.................. Nombre del canino..................
edad................Sexo0......... Raza.........ccovvieii.

I. ORIGEN DEL AGUA DE CONSUMO Y USO DOMESTICO..........cccevvnenennnn
1. Potable 2.Depozo 3. Rioo quebrada

1. QUE HACE CON LA BASURA ... e,
1. Laquema 2.Labota 3.Laentierra

HE. TIENENINOS EN CASA .. ..o e e e e
1.0a3 2.4a7 3.8al12 4. No

IV.ELPERRO SE MANTIENE. .. ..ottt e et e e e e e e e
1. encerrado 2.Enlacale 3. Sale muy poco

V. OTROS ANIMALES TRASPATIO ... ..ttt e e e e e
1. Cerdos 2.Bovinos 3.Cabalos 4.Gallinas 5. Gatosy perros 6. No

VI.EN QUE COME EL PERRO ... .ttt it et e e e
1. plato 2.suelo

VI. CON QUE FRECUENCIA LAVAEL PLATO DEL PERRO.......c.cevivviiinnnnn
1. todos los dias 2. Unavez por semana 3. Unavez por mes 4. Nunca

VILEL PERRO TOMA AGUA . i e e e e e e
1. del grifo 2. Delapila 3.del charco



ANEXO 5. Protocolo de laboratorio paralatécnica MAT.
TECNICA MICRO AGLUTINACION PARA EL DIAGNOSTICO DE
LEPTOSPIROSISANIMAL
Microbidlogo a cargo: Revisado por: elaborado por:

Procedimiento:
Abreviaturas:

Lep. Leptospira

MAT. Micro aglutinacion

EMJH. Medio de cultivo Ellinghausen y Mc Collugh, modificado y Harris.

PBS. Buffer de fosfato, paraamortiguar € PH. Y readlizar las diluciones de las muestras.

Materiales:

Micro pipeta multicanal 0-20 pl.
Micro pipeta multicana 300 pl.
Micro placas

Tubos de ensayo

Laminas portaobjetos
Gabachas, guantes

Equipo:

Microscopio campo OScuro
Incubadora
Refrigeradora

Reactivos:

Saf,
Antigenos,
Medio de cultivo
Medio de cultivo EMJH semisolido
Solucion de cloro a 2%

Preparacion dereactivos:
Preparacion de Saf

En lamayoria de los |aboratorios de | eptospira, esta solucién se emplea paradiluir los
sueros y antigenos en las pruebas serol dgicas.



A. solucion amortiguadora de sorense (sol. stock)

Fosfato Di sodico (anhidro) NA2HPOA.................... 8.33¢grs.
Fosfato monobasico (KH2PO4).............c.ceeeen.. 1.09 grs.
Aguadestilada.............c.oiiiW LG

B. Solucidn salina (NaCl).............coieiiiii i 8.5¢rs.
Aguadestilada............cooeiiiiiiii 1ly.

La solucion salina amortiguada con fosfato Saf .

Se prepara mezclando 40 ml. de A con 460 ml. de PH. Final debe ser 7.2

Para usarla como diluyente en pruebas seroldgicas, se podra mantener a temperatura
ambiente en botell6n de tapa de rosca. También se le podra distribuir en tubos de ensayos y
auto clavar a 121c durante 15 minutos, cuando se quiera usar como material diluyente para

aislar leptospira por cultivo.

Limites de aplicacion.

La preparacion de antigenos para la prueba de MAT sera exitosa si en gran medida se usan
las correctas técnicas asepticas que se recomienda para la preparacion del medio de cultivo.
Los cultivos que se usan para preparacion de antigenos deberan ser no més de 14 dias y

realizar su control de calidad.

Secuencia de operacion.
1.Hacer seleccion adecuada del panel de cepas de transferencia (preferiblemente
hacer seleccion adecuada del panel de cepas de referencia preferiblemente
autoctonas), tomando en consideracion la circulacion de Serogrupos en la

region.



Tablasdereferencia OPSIOMS.

ESPECIES SEROGRUPO SEROGRUPO Nicaragua
Honduras

L.interrogans Australis Australis
L.interrogans Autumnalis
L.borgpetersenii Ballum
L.interrogans Bataviae
L.interrogans Canicola Canicola
L.kirscheneri Grippotyphosa Grippotyphosa
L.interrogans Icterohemorragica |cterohemorragica
L.borgpetersenii Javanica Javanica
L.noguchii Panama
L.interrogans Pomona Pomona
L.interrogans Pyrogenes Pyrogenes
L.interrogans Sgjroe Segjroe
L .borgpetersenii Tarassovi Tarassovi

2. Se hace el diagnostico por escrito en una planilladel MAT con ladistribucion de las
muestras de suero a diagnosticar y sus diluciones, ademéas del Serogrupos a utilizar por

placa.

1 2

9 10 11 12




3. Tomo la placa de 96 pocillos fondo o en U.

4. Rotular la placa con nUmeros de las muestras y Serogrupos seguin protocolo disefiado en
el paso # 2.

5. En la placa de micro aglutinacion en el pocillo 1 adicionara un volumen de 192 uL de
PBS (pH 7.2/7.4) y 8 UL de suero.

6. Adicionar un volumen de 50uL de PBS desde el pocillo 2 hasta el pocillo 7.

7. Se hara diluciones, tomar 50 yuL del pocillo 1 y pasarlo a segundo pocillo, y asi
sucesivamente hasta el pocillo 7 0 més. Destacar 50 puL del Ultimo pocillo. Quedando
realizadas las discusiones siguientes. Pocillo 1. 1/25, pocillo 2.1/50, pocillo 3. 1/100,
pocillo 4. 1/200, pocillo 5. 1/400, pocillo 6. 1/800, y asi sucesivamente.

8. Adicionar a partir del pocillo 2 un volumen de 50 pL del cultivo de leptospira del
Serogrupos crecido en medio liquido (EMJH) a 28 "C, en fase logaritmica (aprox. Entre 3-7
dias), con una concentracion aproximada de 2 X 10 ala 8 Leptospira/ml, equivalente a 200
células por campo. Evitar utilizar cultivos envejecidos con auto aglutinacién. Quedando las
diluciones finales como, pocillo 2.01/100, pocillo 3.01/200, pocillo 4.1/400, pocillo
5.1/800, pocillo 6.1/1600, pocillo 7.1/3200, y asi sucesivamente. Nota, en €l pocillo 1 no
adicionar antigeno.

9. Controles de positivosy negativos.

-control de cepas, En un pocillo colocar un volumen de 50 pL de PBS 'y 50 uL del cultivo
del Serogrupos de referencia.

- Suero control positivo, En una hilera de pocillos se realizara los pasos del 5 a 8,
utilizando como muestra un suero con titulo atos de anticuerpo (> 1/160) frente al
Serogrupos que se eval Ula en esa placa.

-Suero control negativo, en una hilera de pocillos realizara los pasos del 5 a 8, utilizando
como muestra un suero sin titulo de anticuerpos reconocidos por MAT.

10. Homogenizar muy suavemente la placa.

11. Incubar a37“c por 1 hora, o de 28-30 c por 2 horas.



12. Realizar lalectura de los resultados utilizando € microscopio de contraste de fase con
condensador de campo, preferiblemente con ocular se 20X y objetivo 10X. El titulo final.
Del suero en estudio, sera la mayor dilucion donde se observe e 50% de leptospira libre.

Comparara siempre con €l control de cepa.

Negativo. Sin aglutinacién

+. Aglutinacion con 75% células libres.

++. Aglutinacion con 50% de células libres.
+++. Aglutinacién con 25% de céulas libres.
++++. Aglutinacion con 0-25% de célulaslibres.



ANEXO 6: Protocolo de laboratorio para €l cultivo de orina para evaluacion
anticuer pos a leptospira canina

TECNICA DE LABORATORIO PARA EL CULTIVO DE ORINA CANINA PARA
EVALUACION DE LEPTOSPIRA.

Materiales.

Agua destilada, autoclave, beaker estéril de 2 L, botellas de vidrio estéril de
aproximadamente 50 y 150 ml. Botellas de vidrio estériles de 500ml, Erlenmeyers estériles
de 25,50, 125, 250, 2000 ml, filtros tipo millipore de 0.22 um, gabacha, guantes, anteojos
de seguridad y cubre bocas, pipetas serolégicas, de 5y 10 ml, tubos de calidad cultivo
celular de 10 ml.

Equipo.

Autoclave, balanza, baio de agua ajustado a 56¢, incubadora ajustada a 29 y 37¢, jeringa
repetitiva estéril de 10 ml. Microscopio de campo oscuro, pH neutro, sistemade filtracion
0.22um.

Reactivos.

5-flurouracilo (5-fu), agar purificada, agar sangre en placas petri. Albumina sérica bovina
factor, anfotericina B, medio de enriquecimiento para EMJH, metanol, rifampicina, suero

normal de conegjo.

Preparacion del medio base:

Pese 2.3 g de medio de EMJH en una balanza. En un erlenmeyer estéril de 2L con 900 ml
de ABFA vy disolvera 2.3g de medio EMJH, mantendré en agitacidn continua.

Ajuste el pH a7.4 con NaOH al 10 %.

Para la produccion de los medios semisolidos con antibi6ticos remover una porcion del
medio disuelto de la siguiente manera: VI remover 14 ml del medio y paralaV2 remover



25 ml del mismo, no lo descartara, utilizara estos 39 ml de medio para la preparacion de la
solucion madre de 5- FU y almacenara en refrigeracion. Refrigerar el medio preparado y

continuara inmediatamente con |os siguientes puntos.
Solucion madre de 5- flurouracilo:

En un erlenmeyer estéril de 50 ml adicione 0.4 g de 5 FU a 20 ml de medio base
previamente preparado en el apartado.

Agregue 0.8 ml de NaOH 2 m y disuelva suavemente en bafio de agua a 56¢ por

aproximadamente 2 horas.

Ajuste e pH a 7.4 con HCI y llévelo a un volumen de 40 ml midiendo & volumen en una
probeta estéril de 50 ml.

Filtre pasando la solucion por un filtro de 0.22 um.
Envase en una botellade vidrio estéril de 50 ml.

Rotular el envase con un marcador permanente con la siguiente informacién: nombre del

producto, fecha de preparacion, fecha de expiracion.
Almacene esta solucién a 4¢ por 1 mes.
Preparacion del medio de enriquecimiento:

Reconstituya 10 frascos de medio de enriquecimiento para EMHJ con 10 ml de ABFA cada
uno, use inmediatamente o refrigérelo a 2¢ a 8¢ por 2 semanas.

Rotule el envase con un marcador permanente indicando el nombre del producto, fecha de
preparacion, fecha de expiracion.



Preparacion del medio de cultivo:
Medio de cultivo liquido con antibidticos:
A. Modificacion V1.

A.1 Tomar el medio base preparado del medio base y autoclavelo por 20 min. A 15 psi

segun procedimientos de operacién del autoclave.

A.2 Colocar € erlenmeyer con el medio auto clavado en un bafio de agua, que previamente

haya alcanzado los 56 ¢, hasta agregar los antibiéticos al medio de enriquecimiento.

A.3 Tomar un erlenmeyer estéril de 250 ml, agregue 100 ml de medio de enrigquecimiento,
agregue 4 ml de RNS y 10 ml de la solucion madre de 5-FU, agitelo suavemente hasta

homogenizar.
A.4 Esterilizar por filtracion usando un filtro de 0.22 um.

A.5 Agregar asépticamente este medio de enriquecimiento modificado al medio base auto
clavado y guardado a 56¢.

B. Modificacién V2:

B.1 Preparar el medio V2 sigualos mismos paso descritos par la modificaciéon V1, pero
ademés de agregara a medio de enriquecimiento los 4 ml de RNSy los 10 ml de 5-FU,
agregue 10 ml de la solucion madre de rifampicinay 2 ml de la solucién madre de

anfotericina B, agitelo suavemente hasta homogenizar.

Control de calidad:

Incubar todos los tubos dispensados del o los medios de cultivo preparados. Seleccionar 4
tubos a azar y examinelos por microscopia de campo oscuro en busca de contaminacion y
evaluando la apariencia del medio. Si se observa el medio con crecimiento bacteriano o con



particulacion, descarte €l medio y preparelo de nuevo porque € medio de cultivo debe
observarse limpio de particulas y bacterias. Anotara el resultado.
Control de crecimiento:

Tomar 2 grupos de 4 tubos por cada medio de cultivo preparado.

Incubar estos 8 tubos de cultivo con 4 gotas de un subcultivo de 5 dias de | as cepas

icterohemorragicay hardjo diluidos 1/10 en lepto. Diluente.

Incubar a29 ¢ por 5 dias y revisarlos por crecimiento satisfactorio por microscopia de

campo 0Sscuro y ausencia de contaminacion.

Si el medio de cultivo se observalibre de contaminaciones se puede liberar € |ote del
medio de cultivo parasu uso. Si e medio se observa contaminado y con crecimiento muy

pobre o ausente de | as cepas inoculadas, descartelo y prepare nuevo medio de cultivo.



CUADRO 1. FRECUENCIA PARA EDADESDE LOS CANINOS MUESTREADOS

Frecuenc | Porcenta | Porcentgje | Porcentge

edades ia je Valido acumulado

6 3 1.9 1.9 1.9

7 2 1.3 1.3 3.2

8 6 3.8 3.8 7.0

9 4 2.5 25 9.6

10 2 1.3 1.3 10.8

12 31 19.6 19.7 30.6

18 8 51 51 35.7

24 37 23.4 23.6 59.2

34 1 .6 .6 59.9

36 18 11.4 115 71.3

48 27 171 17.2 88.5

60 16 10.1 10.2 98.7

84 1 6 .6 99.4

96 1 6 .6 100.0

Total 157 994 100.0

g/llss n System 1 6
Tota 158 100.0




Cuadro 2. Frecuenciadesexoen @ MAT

RMAT
1 Total
Sexo I;embr 64 64
Macho | 96 96
Totd 160 160
Cuadro 3. Frecuenciaderazaen el MAT
RMAT
1 Total
Raza 1 46 46
2 15 15
3 21 21
4 14 14
5 9 9
6 10 10
7 12 12
8 15 15
9 16 16
Total 158 158
Cuadro 4. Frecuenciadebarriosen e MAT
RMAT
1 Total
Bari 1 19 19
0 2 17 17
3 7 7
4 15 15




Total

15
18

15
15
11
10

158

15
18

15
15
11
10

158

Cuadro 5. Frecuenciade edad en € cultivo deorina




Rx Orina
2 3 Total
Edad 6 3 0 3
7 2 0 2
8 6 0 6
9 4 0 4
10 2 0 2
12 29 2 31
18 8 0 8
24 30 7 37
34 0 1 1
36 18 0 18
48 24 3 27
60 15 1 16
84 1 0 1
96 1 0 1
Total 143 14 157
Cuadro 6. Frecuencia de sexo en € cultivodeorina
Rx Orina
2 3 Total
Sexo gembr 58 5 63
Macho 85 9 94
7 1 0 1
Total 144 14 158
Cuadro 7. Frecuenciade razasen € cultivo deorina
Rx Orina
2 3 Total
Raza 1 36 10 46
2 15 0 15
3 21 0 21
4 14 0 14




Cuadro 8. Frecuenciade

5 9 0 9
6 10 0 10
7 12 0 12
8 13 2 15
9 14 2 16

Totd 144 14 158
barriosen € cultivodeorina

Rx Orina | Totd
2 3

Sar no1 18 1 19
2 17 0 17
3 7 0 7
4 15 0 15
5 13 2 15
6 15 3 18
7 7 1 8
8 15 0 15
9 13 2 15
10 10 1 11
11 8 2 10
12 6 2 8

Totd 144 14 158

Edades encontradas en los canes muestr eados




60
50
40
30
20
10

Promedio de edades caninas

Edad

BHembra
BMacho

Edad seguin sexo, de canes muestreados.

Aplicando € diuretico.



Extraccion de orina



Utilizando bol sas esteriles
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