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RESUMEN

La leptospirosis es una zoonosis de distribucién mundial que afecta a diferentes especies animales.
La principal fuente de infeccién es la contaminacion del medio ambiente con orina de los animales
infectados. En caninos y en el hombre el diagndstico es dificultoso debido a la variada signologia
clinica que presenta. El objetivo de este estudio fue evaluar las alteraciones clinicas, bioquimicas y
hematoldgicas mds frecuentes en caninos seropositivos a diferentes serovares de Leptospira interrogans.
Se estudiaron 44 caninos con signos clinicos compatibles y serologfa positiva y 25 caninos clinicamente
sanos y seronegativos. Se realizé una evaluacion clinica completa y se obtuvieron muestras de sangre
con y sin anticoagulante, para realizar diagnéstico serolégico, hematolégico y valorar la funcién
hepdtica y renal, mediante la determinacién de fosfatasa alcalina, alanina aminotransferasa, aspartato
aminotransferasa, uremia y creatinemia. Los resultados obtenidos mostraron un alto porcentaje de
sueros que coaglutinaron y diferencias significativas en el recuento de glébulos rojos y blancos y en
las variables utilizadas para evaluar funcién hepdtica y renal. Los signos clinicos mds comunes fueron
decaimiento, anorexia, vémitos y dolor abdominal. La utilizacién de diferentes técnicas favorece el
diagnéstico precoz y permite instaurar el tratamiento adecuado, mejorar el pronéstico y colaborar

en la prevencién.
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SUMMARY

Leptospirosis is a worldwide zoonosis that affects different animal species. The main source of infection
is the environmental contamination with urine of infected animals. Diagnosis is difficult in dogs
and humans because of the varied clinical signs presented. The aim of this study was to evaluate the
most frequent clinical, biochemical and hematological variations in canines seropositive for different
Leptospira interrogans serovars. 44 dogs with clinical signs and positive serology and 25 clinically
healthy dogs and seronegative were studied. Complete clinical evaluation was performed and blood
samples were obtained with and without anticoagulant for serological diagnosis, hematology and
the evaluation of liver and kidney function, by the determination alkaline phosphatase, alanine
aminotransferase, aspartate aminotransferase, and creatinemia uremia. The results showed a high
percentage of sera that coaglutinated and significant differences in red and white blood cells count,
and in the variables used to assess liver and kidney function. The most common clinical signs were
malaise, anorexia, vomitig and abdominal pain. The usage of different techniques encourages early

diagnosis and allows appropiate therapy, prognosis improvement and assist in prevention.
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INTRODUCCION

La leptospirosis, una de las zoonosis de
mayor distribucién mundial, es reconocida en
la actualidad como un problema emergente en
la salud publica global debido al aumento en
su incidencia, particularmente en los grandes
centros urbanos y en paises en desarrollo®.

Esta enfermedad infecciosa es causada
por diferentes especies patégenas del género
Leptospira, que pueden afectar al hombre y a un
gran namero de especies animales. L. interrogans,
una de las mds investigadas, estd integrada por
mds de 250 serovares asociados a diferentes
hospederos y regiones.

Las ratas, ratones y otras especies de animales
silvestres se comportan como reservorios
primarios de la mayoria de los serovares de
leptospiras, excretando grandes cantidades de
bacterias en la orina. El ambiente contaminado
con la orina de animales infectados constituye la
principal fuente de infeccién para esta zoonosis.

Dentro de los animales domésticos, los
mds afectados son caninos, bovinos, porcinos y
equinos, quienes también pueden comportarse
como hospedadores de mantenimiento y
diseminadores de diferentes serovares® 1.

La leptospirosis urbana, reconoce como

reservorios principales a roedores y caninos,
considerdndose a estos dltimos como fuente
potencial de infeccién para el hombre por la
estrecha relacién que ambos mantienen .

Los signos clinicos que presentala enfermedad
varfan en las distintas especies, siendo en los
caninos y en el hombre donde se muestra la
mayor variacién en las formas de presentacién'’.
El cuadro clinico en caninos puede diferir, entre
otras causas, de acuerdo al serovar infectante!’.
En los cuadros agudos se observa en general
predominio de signos de disfuncién hepdtica y
renal. El higado es uno de los primeros érganos
afectados en la fase de leptospiremia, pudiendo
presentar desde disfunciones hepdticas debido
a lesiones subcelulares producidas por las
toxinas de algunos serovares de leptospiras,
sin grandes danos histolégicos, hasta cuadros
con necrosis de hepatocitos y colestasis que
conlleva a la disminucién de excrecién de
bilirrubina> #*. Aproximadamente a partir del
dia 10 post-infeccién, después de la aparicion
de los anticuerpos, las leptospiras se ubican
casi exclusivamente en los tibulos renales
ocasionando lesiones extensas y eliminacién
por orina. Los cambios patoldgicos a nivel renal
persisten ain cuando se presenta una mejoria
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clinica’. Tanto los animales con infecciones
subclinicas como los que se han recuperado
de formas agudas excretan leptospiras en orina
por un periodo prolongado, constituyendo
una fuente de contaminacién ambiental de
importancia epidemiolégica.

Debido a las variaciones en la forma de
presentacion, el diagndstico clinico de esta
enfermedad resulta en la mayor parte de los casos
dificultoso y hoy todavia es sub-diagnosticada®.
Por esta razdén el diagndstico de laboratorio
puede constituirse en una herramienta de gran
utilidad para el veterinario clinico.

Sibien el diagnéstico seroldgico es el estudio
de eleccién para confirmar la enfermedad,
su resultado depende, entre otros factores,
del tiempo transcurrido desde el inicio de la
infeccién, pudiendo resultar negativos a la prueba
serolégica animales con infecciones recientes.
Los estudios bioquimicos y hematoldgicos
constituyen una herramienta rutinaria para la
orientacién del diagnéstico clinico de diversas
patologias. Realizados o no en paralelo con
los anteriores, estos estudios pueden anticipar
la sospecha diagnéstica, contribuyendo a una
caracterizacién mds rdpida del estado clinico del
animal y permitiendo elaborar un pronéstico
mds certero’.

El objetivo del presente trabajo fue
determinar las alteraciones clinicas, bioquimicas
y hematolégicas mds frecuentes en caninos
seropositivos a diferentes serovares de L.
interrogans.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién en estudio

Entre los anos 2010 y 2011 se estudiaron 69
caninos de la ciudad de Rosario y sus alrededores,
25 de ellos, grupo control, eran clinicamente
sanos y seronegativos a leptospirosis. Los
44 restantes, 28 machos y 16 hembras, sin
distincién de raza y con edades que oscilaron
entre los siete meses y los diez anos, tenian
signologia clinica compatible con leptospirosis
y diagndstico serolégico positivo para algin
serovar de L. interrogans. En relacién a los
antecedentes de vacunacién contra leptospirosis,

el 87% (27/31) de los mismos nunca habia
sido vacunado o la tltima vacunacién habia
sido realizada al menos cuatro afos antes de la
presentacion de la enfermedad.

Metodologia de estudio

Evaluacion clinica. Los animales fueron
clasificados mediante una evaluacién clinica
completa, considerando estado del sensorio,
temperatura corporal, presencia de vémitos,
diarreas, ictericia, hemorragias, entre otros, y
su condicién seroldgica para leptospirosis. De
acuerdo a esta evaluacién, el estado general
de los animales seropositivos fue clasificado
como bueno, cuando no presentaba mds de un
pardmetro alterado; regular, cuando presentaba
de dos a cuatro pardmetros alterados y malo,
cuando las alteraciones fueron mayores.

Obtencion y procesamiento de las muestras.
Se obtuvieron muestras de sangre, con y sin
anticoagulante, por puncion aséptica de la vena
cefdlica antibraquial o safena. Las muestras de
sangre obtenidas con anticoagulante (EDTA)
se utilizaron para la realizacién de hemograma
completo por metodologia manual. Las
muestras sin anticoagulante se procesaron en un
autoanalizador (METROLAB 1600 DR) para
la evaluacién bioquimica de la funcién hepdtica
y renal, realizando la determinacién de fosfatasa
alcalina (FAS), alanina aminotransferasa (ALT
o GPT), aspartato aminotransferasa (AST o
GOT), uremiay creatinemia, utilizando reactivos
comerciales (Wiener Lab., Rosario, Argentina)
segin las especificaciones respectivas. El
diagnéstico serolégico de leptospirosis se realizd
mediante el Test de Microaglutinacién (MAT),
reconocido internacionalmente como la técnica
deeleccién paraladeterminacién dela cinética de
anticuerpos en esta enfermedad'®. Cada muestra
fue probada para los siguientes serovares de L.
interrogans: Icterohaemorrhagiae, Canicola,
Pyrogenes, Grippotyphosa, Castellonis, Pomona
y Wolfhi. Se consideraron positivos los sueros que
presentaron microaglutinacién para al menos el
50% de las leptospiras libres con respecto a un
testigo, para cada uno de los serovares ensayados,
a partir de una dilucién 1/100, de acuerdo
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a lo establecido por la Comisién Cientifica
Permanente en Leptospirosis y la OMS**,
Andlisis estadistico. Las comparaciones entre
los valores de las variables respuesta de los dos
grupos incluidos en el andlisis (individuos
clinicamente sanos y serolégicamente
negativos para leptospirosis e individuos con
signologfa clinica compatible con leptospirosis
y serolégicamente positivos al diagndstico) se
llevaron a cabo con la prueba no paramétrica
para datos independientes U de Mann-Whitney.

RESULTADOS

A la evaluacién clinica, el 5% (2/44) de
los animales seropositivos presenté un estado
general bueno, el 70% (31/44) regular y el 25%
(11/44) malo. De este tltimo grupo tres animales
murieron dentro de los 10 dias posteriores al
diagnéstico. Los signos clinicos mds comunes
observados en este estudio se muestran en la Tabla
1. Un solo animal presenté necrosis lingual y otro,
dificultad respiratoria severa. Hubo dos animales
con serologia positiva que no presentaron
ningtn signo clinico compatible pero fueron
incorporados al estudio porque sus duefios (dos)
murieron con diagndstico de Leptospirosis.

Del total de sueros positivos analizados
mediante MAT, el 90% (40/44) reacciond
a mds de un serovar (coaglutinacién) y los
titulos serolégicos encontrados oscilaron
entre 1/100 y 1/12800 (Figura 1). Si bien los
serovares mds prevalentes fueron Castellonis,
Icterohaemorrhagiae, Canicola y Pyrogenes,
se encontré serologia positiva para todos los
serovares investigados (Figura 2). Del total de
los caninos que presentaron algun titulo para el
serovar Wolffi, 90% (9/10) pertenecfan a zonas
periurbanas de la ciudad de Rosario o a zonas
rurales.

Los valores hematolégicos obtenidos (Tabla
2) muestran que existen diferencias significativas
con el grupo control, en el recuento de glébulos
rojos y fundamentalmente en el de glébulos
blancos, donde se observé neutrofilia en el 100%
de los animales con leucocitosis.

Los resultados de las variables bioquimicas
analizadas indican que los perros afectados
presentan evidencias de alteraciones en las
funciones hepdtica y renal (Tabla 2). Los valores
de ALT (GPT), enzima citosélica, considerada
en caninos como especifica de alteracién
hepdtica, se encontré6 aumentada en el 62%

Tabla 1. Frecuencia de signos clinicos encontrados en caninos seropositivos a leptopirosis

Signos clinicos Valores hallados Porcentaje
Normotermia 23 52%
Hipertermia 15 34%
Hipotermia 6 14%
Decaimiento 28 64%
Anorexia 22 50%
Vémitos 18 41%
Dolor abdominal 11 25%
Deshidratacién 4 9%
Diarrea 3 7%
Congestién ocular 4 9%
Olor urinoso en boca 3 7%
Claudicacién 3 7%
Dolor a nivel sacro 6 14%
Hemorragias 5 11%
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Figura 1. Frecuencia de titulos a MAT para los distintos serovares de L. interrogans.
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Figura 2. Frecuencia de los serovares de L. interrogans en los caninos en estudio.

(26/42) de los animales seropositivos, hallindose
un 69% (20/26) de caninos que presentaron un
aumento de dos o tres veces los valores normales,
19% (5/26) con elevaciones de los mismos de
cuatro a diez veces y 12% (3/26) con valores
superiores a diez veces, lo que sugiere en este
caso un dafo hepatocelular marcado.

La enzima AST (GOT) se hall6 aumentada
en el 67% (28/42) de los caninos afectados,
encontrdndose un 25% (7/28) con valores
superiores a ocho veces el valor normal. Hubo
siete animales que presentaron aumentos
mayores a tres veces los valores normales para
las dos enzimas (ALT y AST).

En relacién ala FA el 42% (15/36) presentd
valores aumentados, encontrdndose cuatro
animales con valores superiores a 10 veces los
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normales y seis con valores elevados, en los
cuales no hubo alteracién en los valores de ALT
y AST o los valores de estas enzimas estaban
apenas elevados.

Los valores de uremia y creatinemia,
utilizados para evaluar la funcién renal, se
hallaron aumentados en el 93% (41/44) y el
88% (38/43) respectivamente, de los animales
afectados. En el 76% (31/41) de los caninos
que presentaron alteraciones en la uremia y
en el 50% (19/38) de los que presentaron
alteraciones en la creatinemia se hallaron valores
superiores a cuatro veces los normales. Hubo
once caninos en los cuales estos dos pardmetros
fueron los tnicos que se encontraron alterados
en la evaluacién bioquimica y tres animales que
no presentaron alteracién en ninguna de las
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Tabla 2. Valores (mediana y rango intercuartilico) de las variables hematolégicas y bioquimicas
obtenidas
Variable Valores de .C'fminos Valores de caninos grupo P
seropositivos control
Recuento 5.285.000 6.000.000 25 0.0185
Glé6bulos rojos (4.505.000 — 6.515.000) 34 (5.600.000 — 6.450.000) <
. 38 39
Hematocrito (25 - 44) 27 (37 — 41) 25 =0.2023
. 12,8 13,7
Hemoglobina (9,05 15.5) 2 (12,9 14,2) 25  =0.1741
Recuento
) 20.000 8700
@t (13.630 — 26.950) 44 (7.310 — 9.450) 29 | <Lt
blancos
217,5 136,3
A, (1415 - 513.5) 36 (11,2~ 172,0) | e
ALT / GPT 60,0 38,7 2 <0.01
(UI/L) (34,0 — 113,0) 42 (33,6 — 48,7) ’
AST / GOT 62.0 36,1
(UL/L) (36.5 — 110.0) 41 (25,6 —41,7) | e
Uremia 224.,0 30,9
(mg/dl) (127,5 - 351,5) 44 (24,0 — 39,3) .
Creatinemia 5,40 1,09
(mg/dI) (2,40 — 11,18) 43 0,91 -1,21) 2|

variables hematoldgicas ni bioquimicas incluidas
en este estudio.

La presencia de coaglutinacién, aglutinacién
para mds de un serovar, en el 90% de los sueros
analizados, no permitié cuantificar asociaciones
entre el serovar prevalente y las alteraciones
clinicas, bioquimicas ni hematolégicas.

DISCUSION

La evaluacién clinica de los animales en
estudio indica, tal como lo describen distintos
autores, que resulta muy dificultoso arribar a
un diagndstico basado solamente en los signos
clinicos. Esta dificultad es debida a las variadas
manifestaciones que presenta la enfermedad en
caninos y que resulta, del serovar involucrado,
la virulencia de la cepa, la edad del animal y el
estado inmune, entre otros’.

La temperatura corporal, uno de los
primeros pardmetros utilizados al momento de
realizar una evaluacién clinica en caninos, estuvo
dentro de los valores normales para la especies en
un porcentaje superior al 50%, coincidiendo con
lo observado por otros autores, que mencionan
que puede existir un aumento transitorio de la
temperatura corporal que generalmente pasa
inadvertido. Se menciona también, que es mds
frecuente una hipotermia progresiva durante el
curso de la enfermedad y que la misma puede
normalizarse con el tratamiento o en casos
graves anteceder a la muerte. Aunque nosotros
observamos un porcentaje menor de caninos
con hipotermia, de los cuales dos murieron, no
podemos comparar los datos, ya que no hubo
un seguimiento en el tiempo del estado de los
animales en estudio.
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En relacién a la presencia de ictericia,
encontramos un porcentaje mayor de animales
ictéricos (23%) que lo reportado en la bibliografia
(5-10%)> 2. Si bien todos estos caninos
mostraron aglutinacién para mds de un serovar,
todos presentaron titulos de anticuerpos para
el serovar Icterohaemorrhagiae y el 40% (4/10)
de los mismos también presenté titulos para el
serovar Pomona, dos serovares involucrados en la
produccién de hemolisinas y de cuadros clinicos
mds severos®’. De todos modos, este dato no
es estadisticamente significativo ya que un 71%
(25/35) de animales que presentaron titulos para
Icterohaemorrhagiae no presentaron ictericia.
Esto avala el concepto de que la ictericia no es un
signo patognoménico en leptospirosis, aunque
su presencia aumenta la sospecha y sugiere una
alta posibilidad de que el cuadro sea provocado
por Icterohaemorrhagiae®.

La frecuencia en la deteccién de los serovares
no difiere en forma significativa de la obtenida
por nuestro grupo en estudios anteriores y por
otros autores'” * '8, La identificacién de perros
con serologia positiva para Wolfli, un serovar
muy prevalente en bovinos y otros rumiantes,
si bien podria interpretarse como debida a
reacciones cruzadas, por el hecho de haberse
encontrado en caninos de zonas periurbanas
o rurales, no deberia descartarse la posibilidad
de que hayan sido infectados a partir de estas
especies. Es de destacar que este serovar, en
el Manual de Leptospirosis de la Comisién
Cientifica Permanente para esta enfermedad,
no estd incluido en el listado de los antigenos
recomendados para ser probados en caninos.

Mediante la técnica de MAT los anticuerpos
especificos pueden detectarse a partir de la
primera semana pos infeccién, por lo que
un resultado negativo antes de esa fecha no
es motivo para descartar la enfermedad y se
requiere realizar una nueva evaluacién una
semana posterior. Titulos altos o presencia
de aglutinacién en mds de un serovar son
indicativos de enfermedad reciente'.

La reduccién del nimero de eritrocitos
observado podria ser atribuida, en parte, a las
hemolisinas producidas por algunos serovares,

ya que las mismas pueden causar vasculitis, con
injuria capilar y hemdlisis, que resultan en dano
a nivel de los vasos y células sanguineas?'.

Los resultados hallados en el recuento
de glébulos blancos indicarfan que un alto
porcentaje de los animales, al momento del
estudio, estarfa cursando una infeccién aguda,
ya que segin distintos autores en la forma
subclinica puede observarse una leucopenia
transitoria (dato no observado en este el
trabajo), pero en las formas agudas, a partir del
5¢ dia de infeccién, se observa una leucocitosis
con marcado desvio a la izquierda'> . Esta
presuncién estarfa avalada por el elevado nimero
de animales con aglutinacién para mds de un
serovar (coaglutinacién), posibles reacciones
cruzadas, que es una caracteristica de la fase
aguda de esta enfermedad.

Los resultados de las variables bioquimicas
utilizadas para evaluar la funcién hepética y renal,
indican que si bien un nimero considerable de
animales en este estudio present evidencias de
alteraciones importantes a nivel de estos 6rganos,
en concordancia con otros autores, la uremia y
creatinemia fueron los pardmetros con mayor
alteracién en los caninos positivos a leptospirosis
y en algunos casos los tnicos alterados®. Estos
datos refuerzan atin més la probabilidad de que
los caninos que formaron parte de este estudio
hayan estado cursando una forma aguda ya
que en la enfermedad subclinica, si bien las
leptospiras replican y persisten a nivel de los
tubulos renales, no provocan un gran dano renal
y por consecuencia estas variables pueden verse
menos afectadas.

Es importante mencionar que tal como se
observé en este trabajo hay animales que pueden
no presentar alteraciones en los parimetros
hematolédgicos ni bioquimicos, utilizados
frecuentemente para evaluar las funciones
hepdticas y renales. Hay que tener presente que
los niveles de uremia y creatinemia dan una
estimacién aproximada del indice de filtracién
glomerular y empiezan a aumentar cuando un
70% de las nefronas han perdido su funcién'?, por
lo que en casos de infecciones recientes pueden
no hallarse alterados. El grado de azotemia puede
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variar segtin la severidad de la enfermedad. Del
mismo modo, la magnitud del aumento de las
enzimas hepdticas da una idea aproximada de la
extension del dafio hepatocelular® 2.

Aunque todos los serovares afectan al rifién,
pudiendo o no afectar otros érganos', el serovar
Canicola es reconocido como uno de los que més
frecuentemente causa dafio renal. Este dato no
pudo ser corroborado debido a que el alto grado de
coaglutinacién no permitié realizar asociaciones.
Por la misma razén no se pudo comprobar lo
mencionado por Sessions y Greene (2004), sobre
las evidencias de que solo los animales infectados
con los serovares Icterohaemorrhagiae y Canicola
presentarfan alteracién hepitica en la fase aguda®.

CONCLUSIONES

La leptospirosis canina es una zoonosis
con una prevalencia importante en muchas
dreas urbanas, que puede presentarse incluso en
animales vacunados. El diagnéstico precoz no solo
favorece la instauracién del tratamiento adecuado
para mejorar el prondstico, sino que colabora
en la prevencién, control e implementacién
de medidas de manejo e higiene, evitando el
contagio de otros animales y del hombre. Debido
a la signologia clinica muy variada y dependiente
de varios factores, es imprescindible evaluar
el contexto epidemioldgico, realizar estudios
seroldgicos y andlisis hematoldgicos y bioquimicos
complementarios que permitan identificar
alteraciones funcionales de diferentes 6rganos y
anticipar el diagndstico.
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