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RESUMEN
BANDA RU!Z VICTOR MANUEL. Estandarizacidn de la técnica de

anticuerpos fluorescentes para determinar 1a presencia de Leptospira
interrogans en bovinos productores de leche. (Bajo la direccidn de Jorge

Torres Barranca, Luis P. Moles y Cervantes y Carlos Rosales Ortega).

El objetivo de este trabajo fue el de estandarizar la técnica de
Anticuerpos Fluorescentes {AF), para ser empleada como herramienta en
el diagnéstico de la leptospirosis bovina. El suero hiperinmune empleado
en el conjugado se preparé utilizando dos cepas de Leptospira
interrogans de reciente aislamiento en México denominadas Palo Alto
(PA) y UAM, ambas virulentas. Para demostrar la capacidad diagnostica
de los dos conjugados se inocularon cuyes con la cepa PA, UAM y con
medio de cultivo sin leptospiras realizando lotes de 39 cuyes cada uno,
obteniendo una sensibilidad del 97.4% para el conjugade PA y 100%
para el conjugado UAM, la especificidad y el valor predictive de ambos
conjugados fue del 100%. Para observar el comportamiento de los
conjugados en condiciones de campo se tomaron muestras de orina y
sangre al azar de 325 bovinos de la cuenca lechera de Tizayuca,
encontrando una reaccidn positiva a la prueba de AF del 11% al
conjugado PA y del 6% al conjugado UAM. Se hace mencion que la
Técnica de AF solo detectd animales positivos a leptospira en las
muestras de orina de los bovinos. Por otra parte la técnica de AF

demostrd ser mas eficaz que la prueba biologica.



INTRODUCCION

El diagnostico de la infeccién por leptospira en el humano,
animales domésticos y salvajes puede ser realizado a través de métodos
bacteriologicos, microscopicos o seroldgicos (11,16). Los dos primercs
demuestran la presencia de leplospiras y la dltima detecta a los
anticuerpos especificos. Generalmente el aislamiento bacteriolégico de
leptospiras a partir de muestras de tejidos y/o fluidos es el método mas
preciso para demostrar la infeccion por este microorganismo en cualquier
especie susceplible, sin embargo, éste tiene las siguientes desventajas:
la frecuente contaminacidén de la muestra, la necesidad de contar con
leptospiras viables en las muestras, tener medios especificos y
sustancias quimicas inhibitorias del crecimiento bacteriano contaminante
y por ultimo, consume demasiado tiempo y podria significar un riesgo de
infeccidn para el personal del laboratoric (28, 29, 31). Las pruebas
microscapicas como la observacion de leptospiras en campo obscuro
también requiere leptospiras viables y personal de |aboratorio capacitado
(16). Por otro lado, la deteccion de anticuerpos especificos contra
leptospira es una técnica relativamente facil y adecuada. A pesar de que
es muy sencilia y répida no determina el estado de convalecencia o

portador en los animales con problemas de leptospirosis (28, 36).

Dentro de las pruebas serolégicas la lécnica de Aglutinacién
Microscdpica (AM), es a nivel mundial el método de diagndstico que mas
se utiliza para los casos de leptospirosis ademas se emplea para valorar
a otras pruebas, debido a su sensibilidad, ya que es serovariedad

especifica (3, 20, 26, 40); sin embargo ésta tiene algunas desventajas
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como son la necesidad de contar con una amplia bateria de antigenos
que sean representativos de los serogrupos mas importantes en la regién
o pais, los antigenas deben ser cultivos jévenes y vivos fo que también
representa un riesgo de exposicion para el personal del laboratorio (1, 28,
31, 32, 36, 37, 40), ademas de que esta prueba no es determinante a

cerca del estado clinico del animal (portador sano o convaleciente).

En la actualidad se han utilizado otras pruebas tamiz como
aiternativa: Aglutinacién Macroscépica, Hemaglutinacién Pasiva, que son
menos sensibles a la AM; asi mismo, se comienza a establecer el
diagnostico por los métodos de ELISA (13), Hibridacion del ADN (26),
DIG ELISA (13) y Aglutinacién en Microcapsula (3).

Por otra parte, dentro de los métodos de microscopia se encuentran
las Tinciones Argénticas y la técnica de Anticuerpos Fluorescentes

aplicadas en el diagnostico de Ia leptospirosis.

La técnica de Anticuerpos Fluorescentes (AF), ha demostrado ser uno de
los métodos microscdpicos mas especificos y versatiles en el diagndstico
de varias enfermedades desde 1930 (12), ya que permite ta localizacion
de microorganismos en materiales biologicamente importantes; puesto
que detecta la presencia de antigenos en tejidos frescos o preservados
en formaldehide, glicerina e inclusive congelados, que provengan ya sea
de biopsias y necropsias (12, 18); Algunas de las caracteristicas de la
técnica de AF son: posee una alta sensibilidad y se asemeja a la de
fijacion del complemento y una especificidad elevada ya que la proteina

obtenida de fas gamaglobulinas es de alta afinidad para reconocer al
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antigeno para las cuales fueron preparadas. El procedimiento y examen
microscdpico, pueden ser realizados en corto tiempo (1 6 2 hrs), siendo
por lo tanto mucho méas répida que el aislamiento o pruebas seroldgicas
(2,8,12).

La técnica de AF se ha empleado en el diagnastico de leptospirosis
desde 1953 (12), su uso ha ayudado a identificar animales enfermos y a
portadores sanos, ya que ésta técnica detecta a el antigeno sin
necesidad de recurrir al aislamiento lo que permite a la vez, establecer
medidas de controi y tratamiento de la enfermedad con mayor rapidez (2,
9, 12, 14, 17, 20, 33).

Ellis (17, 18, 20) entre 1982 y 1985 utilizd la técnica de AF con fines
diagnoésticos empleando a su vez el aislamiento y [a serologia por AM en
muestras de fetos de ovinos recolectados en el rastro, demostrando que

la técnica de AF fue més efectiva que las otras dos.

En algunos paises tradicionalmente la Ieptospirosis se ha
diagnosticado mediante técnicas serolégicas, observacion directa al
microscopio de campo obscuro y ocasionalmente se han utilizado
métodos de aislamientos bacteriolégico (8, 10, 18). En México el
diagnostico de la leptospirosis se realiza en muy poces laboratorios y en
su mayoria se localizan en el Distrito Federal y en elios el anilisis de

rutina es la prueba de AM.

La serologia de leptospirosis realizada en México data desde 1920

con estudios realizados por Noguchi, en el Estado de Yucatan. En 1958
3



Varela realizé un muestreo en sueros, de los cuales resultaron positivos
el 20% para las serovariedades icterohaemorrhagiae, pomona y
canicofa (39). En 1961 Varela y Zavala encontraron 2.8% de
seropositividad en una muestra de sueros humanos en la Cd. de Mérida,
Yucatan, Un afio mas tarde los mismos autores publicaron el hallazgo de
agiutininas contra las serovariedades canicola y pomona, en el 10.7%
de muestras de suero sanguineo de enfermos ictéricas pertenecientes a

una poblacion rural (42).

De 1968 a 1970, Gonzalez y Ortega, realizaron estudios serolégicos
de leptospirosis en porcinos y bovinos, detectando anticuerpos contra
leptospira en porcinos para las siguientes serovariedades: bratislava,
pomona, icterohaemorrhagiae, ballum, sejroe y autumnalis; y en
bovinos contra las serovariedades. wolffi, hardjo, sejroe,
icterchaemorrhagiae, hebdomadis, canicola, pomona, ballum vy

medanensis (22).

En 1976, Lebn realizd pruebas de AM en 2352 sueros de animales
domésticos ( bovinos y porcinos), para detectar anticuerpos contra
leptospira y reporto que las serovariedades mas frecuente encontradas
en ganado bovino fueron: hebdomadis, pomona y farassovi; y en

ganado porcino; canicola, pomona y tarassovi (24).

Banda ef al, en 1985, determinaron la presencia de anticuerpos en
sueros de bovinos y porcinas provenientes de 9 Estados de la Republica
Mexicana y encontraron el 35.8% de bovinos reactores positivos y

28.84% de sueros porcinos reactores positivos (5).
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El mismo autor en 1992 (6) realiza un estudio seroldgico
retrospectivo de 1987 a 1991 reportando los siguientes resultados: de
3,293 sueros de bovinos con prablemas reproductivos provenientes de 19
Estados de la Repblica Mexicana fuercn positivos 1,561 sueros (47.4%)
y las serovariedades de mayor frecuencia de leptospira fueron wolffi |,

hardjo, tarassovi y pyrogenes.

En 1992 (21) Gonzalez realiza un estudio tendiente a conocer la
frecuencia de anticuerpos antileptospira en bovinos lecheros en tres
municipios del estado de Jalisco con los siguientes resultados de un total
de 216 sueros 81 (37.5%) fueron positivos a las serovariedades wolffi
(22.68%), hardjo (22.22%) y tarassovi (21.29%).

En cuanto a los aislamientos reportados en México de 1980 a la
fecha, solo se han logrado dos, uno en 1988 , en donde un grupo de
investigadores, aisla un cepa de Leptospira interrogans a partir de un
fete abortado por un bovino procedente del Complejo Agricota Industrial
de Tizayuca. Posteriormente en 1990, se logra otro aislamiento de
leptospira a partir del rifion de un perro con sintomatologia clinica

sospechosa a leptospira.

Ambas cepas fueron tipificadas por Enzimas de Restriccion, por la
Dra. Carole A. Bolin del Naciona! Animal Disease Center en Ames, lowa.
E.U.A. resultando |a aislada de wun feto, del serogrupo Sejroe
serovariedad hardjo cepa hardjo-prajitno y la segunda, aislada de! rifion
de un perro, del serogrupo Icterohaemorrhagiae serovariedad

icterohaemorrhagiae.



Como lo demuestran las investigaciones antes mencionadas la
serologia en los problemas de leptospirosis es de suma importancia como
método de diagndstico, ya que ayuda a conocer la distribucion de las
cepas en una determinada regién y esta es a través de la prueba de AM;
pero este método no es totalmente concluyente debido a que no detecta
con precision a los animales clinicamente enfermos o portadores y
porque muchas veces al inicio de la infeccién se presenta con ausencia
de anticuerpos (19, 23, 25, 30, 35); asi como también, en algunos casos
la serologia podria indicar antecedentes de vacunacion. Por otra parte se
ha reportado (34), que bovinos infectados experimentalmente, han
resuftado negativos a la prueba de AM después de un afio de la
infeccion. por lo que se requiere confirmar el diagnéstico con el
aislamiento del microorganismo, asi como, la tipificacion de las
serovariedades que afectan a la poblacion susceptible; pero como esto
consume demasiade tiempo ademas de ser un microorganisme dificil
adaptar en medios especificos de laboratorio y sobre todo la
serovariedad hardjo la cual el bovino es el hospedero principal (16, 18}

lo que hace a este método complicado.

Es asi, que si la técnica de AF aplicada al diagnostico de
leptospirosis, pudiera diferenciar a los animales infectados de los sanos y
podria contribuir a la disminucion de los problemas en la identificacion de
animales portadores en un hato y evitar la difusidn a la poblacion

susceptible por medio de medidas de control rapidas y adecuadas.

Por lo tanto, los objetivos de presente trabajo fueron: estandarizar |a

técnica de Anticuerpos Fluorescentes y utilizarla como  método
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diagnostico de la leptospirosis en bovinos lecheros para identificar

animales infectados por leptospira en el Compiejo Agricola Industriat de
Tizayuca (CAIT).

Evaluar la sensibilidad, especificicad y el valor predictivo de la
técnica de Anticuerpos Fluorescentes en forma experimental inocuiando

cuyes con cepas de Leptospira inlerrogans virulentas.

Observar el comportamiento de la técnica de Anticuerpos
Fluorescentes con respecio a la prueba serolégica de Aglutinacidn
Microscdpica  (AM) y  badterioldgica en cuyes inoculados

experimentalmente.

Evaluar la técnica de Anticuerpos Fluorescenles en bovinos con fa

enfermedad adquirida en forma natural en el CAIT.



MATERIAL Y METODOS

A partir de dos cepas de Leptospira interrogans denominadas
cepa Palo Alto (PA) serovariedad icterohaemoorhagiae y cepa UAM
serovariedad hardjo, se elaboraron dos conjugados especificos para la

deteccion de leptospira en bovinos lecheros.

El trabajo experimental se dividié en tres fases: En la primera se
preparé el conjugado a partir de sueros hiperinmunes producido en
conejos; en la segunda, se probd la sensibilidad, especificidad y el valor
predictivo de la técnica de Anticuerpos Fluorescentes (AF) en animales
de laboratorio, inoculados experimentalmente con las mismas cepas de
leptospiras utilizadas en la elaboracion del conjugado y en la ultima fase
se realizaron las pruebas de campo del conjugado en bovinos
productores de leche del Complejo Agricala e Industrial de Tizayuca
(CAIT).

Fase 1.- Elaboracion del conjugado.

Preparacion del antigeno. Cada cepa de leptospira fue cultivada en
volimenes de 600 ml. por semana en medio liguido de Cox modificado
(41), adicionado con 8% de suero descomplementado y estérif de conejo;
incubado a 30 C. Al séptimo dia después de sembrado se revisaron los
cultivos y se realizé un contéo de bacterias por ml. de cada cepa,
obteniendo en promedio cultivos de 1.5 X 10 8 células /ml. Se procedio a
inactivarlas con formaldehido al 0.2% ({(concentracién final ) y se

centrifugaron a 18.000 r.p.m. durante 30 min. El sedimento se iavo en dos
8



ocasiones con solucién salina fisioldgica (SSF), pH 7.2,

centrifugdndolo nuevamente a 18,000 r.p.m. (20).

Produccién de suero hiperinmune. El suero hiperinmune para las
dos cepas de leptospira se prepard en conejos de la raza Nueva Zelanda
de aproximadamente 3 Kg. de peso; empleando tres conejos para cada
cepa, de acuerdo al esquema de inmunizacion planteado por Eliis (20),

utilizando unicamente antigenos inactivados.

No. SEMANA mi. VIA DE INOCULACION
0 2.5ml. Intraperitoneal
1 2.5ml. Subcuténea

2 2.5ml. intraperitoneal
3 2.5mk Subcutanea

4 2.5mk Intraperitoneal
5 2.5ml Subcutinea

6 2.5ml Intravenosa

7 2.5ml Intravenosa

8 2.5ml Intravenosa

9 2.5ml. intravenosa
10 2.5ml Intravenosa
11 2.5mi. Intravenosa

A (2 semana 12 post inoculacion (pi), se tomé una muestra de sangre de
la vena margina! de la oreja a los congjo inoculados y se procedio a su
titulacién por la técnica de AM; una vez conocido el titulo de anticuerpos

en el suero los conejos fueron sangrados en blanco. La sangre se
9



centrifugé a 5,000 r'.p.m. y el suero fue debidamente identificado y

almacenado a <40 C hasta la preparacién del conjugado.

Para precipitar las gamaglobulinas se tomaron 40 ml de cada uno de
los sueros hiperinmunes de conejo. Las gamaglubulinas fueron
precipitadas con una solucion saturada de sulfato de amonio (78 g/100ml
de agua destilada pH 7} volumen sobre volumen, a 4 C durante 24 hrs. La
mezcla fue centrifugada a 6,000 r.p.m., durante 15 min; decantando el
sobrenadante y resuspendiendo el precipitado con agua destilada estéril
agregando solo la mitad de lo que se descartd. Se volvid a precipitar con
sulfato de amonio durante 2 hrs. en refrigeracion, se procedié a
centrifugar a 6,000 r.p.m. durante 15 min, se decantd el sobrenadante y
se resuspendié con agua destilada estéril, con un volumen igual a la
mitad del volumen originat (40 m1) del suero. Esta solucion de globutinas
se colocd en una membrana de dialisis. Se procedi6 a dializar la solucién
en fres litros de solucidn salina fria cambiando la solucién cada 6 horas.
Para controlar que la dialisis se haya completado, se colocd en un tubo
de ensaye pantes iguales (2 ml) de la solucidn salina y solucidn de cloruro
de bario. La didlisis se completa cuando no se forma precipitada con el
cloruro de bario. Posteriormente se procedid a conocer la cantidad de
proteinas totales, determinada por el método de Lowry (27). después de
determinar la cantidad de gamaglobulinas presentes, se procedid a
incorporar e! isoliocianato de fluoresceina a la solucién de
gamaglobulinas a razén de 0.28 mg./ml de proteina, agregandolo poco a
poco en un periodo de 3 a 4 hrs. Esta mezcla se deja en refrigeracion
durante 24 hrs. Para eliminar el exceso de fluoresceina la solucion se

colocd en una membrana de didlisis. La membrana se colocé en un
10



matraz con solucién salina en refrigeracion durante 3 6 4 dias, dializando
hasta que la solucién salina se mantuvo clara. Posterior mente el
conjugado fue pasado a través de una columna de vidrio con Sephadex G
25 para separar las gamaglobulinas conjugadas con isoticcianato de las

no conjugadas.

Después el conjugado se almacend en alicuotas de 2 ml. a 40 C

hasta su uso.

Posteriormente de determing la dilucién de trabajo del conjugado
para lo cual se prepararon diluciones decuples hasta 1:10,000 y se
evalué haciendo preparaciones con leptospira con las cepas Palo Alto y
UAM de la siguiente manera: en porta objetos se colocaron leptospiras de
cada una de las cepas y se dejaron secar al aire, posteriormente se
fijaron en acetona durante 30 minutos, después se lavaron las laminillas
sumergiéndolas en agua destilada, posteriormente se marcd las zonas
donde estaban las improntas de leptospiras con un lapiz graso. Realizado
todo lo anterior se colocaron en cada una de las zonas marcadas,
conjugado homélogo de cada cepa con la dilucién decuple y se incubaron

a 37 C durante 30 min en camara himeda.

Después de conocer la dilucion Sptima de trabajo se realizaron
preparaciones de la misma manera como se menciond anteriormente
contra otros microorganismos como E. coli, Salmoneila spp. Cabe

mencionar que ambos fueron negativos a [a técnica de AF,

1



Fases 2 Valoracién experimental de la técnica de Anticuerpos

Fluorescentes en cuyes.

Se formaron tres lotes de 38 cuyes cada uno, los cuales fueron
inoculados por via intraperitoneal, con 0.5 mi. de cepa viva de leptospira
cepa PA y UAM excepto el lote control que se inoculd con 0.5 ml. de

medio de cultivo sin leptospiras.

De cada lote se sacrificaron 2 cuyes cada 24 hrs. post inoculacién
(pi}, continuando e! sacrificio diariamente hasta el dia 19 pi. De cada cuye
sacrificado o rmuerto por la infeccién, se colectaron las siguientes
muestras: rifion, higado, pulmon, sangre y orina. Estas muestras se
trabajaron de [a siguiente forma: los érganos (rifién, higado y pulmdn) se
dividisron en dos porciones, la primera se utilizd para sembrarla en
medios selectivos para leptospira (Kortoff, Cox y EMJH) (15), lo cual
consistio en lo siguiente se tomd una muestra de cada 6rgano y se flamed
en un mechero, posteriormente se colocd en un mortero agregando 8 ml
de una solucién de fosfatos pH 7.2 y se macerd. Después de ésto se
colocaron 2 gotas de esta mezcla en los medios de cultivo antes
mencionadoes. La segunda porcién de la muestra se utilizé para realizar
improntas de cada muestra para ser analizadas por AF de la siguiente
manera: en un abatelenguas se colocd una porcion de las muestras de
los drganos y se realizaron tres improntas de cada muestra en un porta
objetos se identificaron con la siguiente informacion: ndmero de cuye
sacrificado, tipo de muestra y cepa inoculada, se dejaron secar al aire y
se sumergieron en acetona fria durante 30 min. Después se lavaron en

agua destilada durante 1 min, se secaron al aire y se marcaron con un
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lapiz grazo, se le agregd una gota de conjugado homéloge a cada

muestra y se incubd durante 30 min a 37 C en ¢camara humeda.

Las muestras de los cuyes no infectados fueron sembradas en los
medios de cultivo y en estas muestras se realizaron seis improntas tres

para cada conjugado {(PA'Y UAM).

Las muestras de fluidos de los cuyes inoculados fueron sangre y
orina. De la sangre se tomé una parte y sa realiz6 un frotis para la técnica
de AF, siguiendo el mismo procedimiento para el uso del conjugado
descrito anteriormente. Se sembraron dos gotas de sangre en medio de
cultivo para intentar el aislamiento y finalmente se centrifugo a 3,000
r.p.m., para obtener suerc y realizar la prueba de A.M. Por otra parte las
muestras de orina fueron obtenidas por puncién de la vejiga al momento
del sacrificio y se dividié en dos porciones [a primera para intentar el
aislamiento y la segunda para la técnica de AF |a cual consistid en
realizar un frolis de la orina, el demas procedimiento ya se ha

mencionado anteriormente.

Todo lo anterior fue utilizado para conocer la sensibilidad,
especificidad y el valor predictivo. Las formulas de estos valores son los
siguientes sensibilidad ala+tc; especificidad d/b+d y el valor predictivo es

al a+b en donde:



INOCULADOS  NO INOCULADOS

+ A :) A+B
PRUEBA DE N
AF - c D C+D
A+C B+D

A ]
SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD VALOR PREDICTIVO
A+C 8+D A+B

A)Es igﬁal a los verdaderos positivos detectados por la prueba
B) Esigual a los falsos positivos, detectados por la prueba

C) Es igual a los falsos negativos, detectados por la prueba

D) Es igual a los verdaderos negativos detectados por la prueba

Fase 3.- Pruebas de campo del conjugado, en bovinos del Complejo

Agricola e Industrial de Tizayuca (CAIT).

Una vez estandarizada y evaluada la técnica de AF en condiciones
de laboratorio, se aplicd bajo condiciones de campo, en bovinos de!
CAIT. Para determinar e! tamaio de muestra de esta fase se siguio el

método descrito por el Centro Panamericano de Zocnaosis (10),

n=p(100-p)4
mep?

100
En donde

n= a el tamafio de la muestra

p = prevalencia estimada

100-p = 100- prevatencia estimada

4= factor que determina el grado de canfianza
mep2=margen de error par la prevalencia estimada
100 = constante



La prevalencia de leptospirosis en el CAIT, se obtuvo de dates
obtenidos en 1990 (4) la cual correspondié en promedio al 46%. Por lo
tanto, el Tamarfo de muestra para este estudio fue de 325 bovinos

pertenecientes a 64 establos del CAIT,

Se tomaron muestras de orina y sangre de 5 bovinos por establo, el
muestreo fue al azar, la sangre fue tomada de! paquete vascular
anocaudal, con equipo vacutainer nuevo, la muestra de vrina se obtuvo
por estimulacion de la vulva y la muestra se tomd a la mitad de la miccion

y se colectd en frascos estériles.

En el laboratorio la sangre se sembré en medios selectivos
(mencionados anteriorinente), se realizé un frotis para 1a técnica de AF
como se describié anteriormente, se obtuvo el suero centrifugando la
sangre a 3,000 r.p.m.. durante 15 min. para realizar la prueba de A.M. La
orina se sembrod y se fijo para su diagndstico por AF de la misma manera

que se describid anteriormente.

Las muestras de sangre y orina destinadas a la técnica de AF se
trabajaron inmediatamente, ios medios de cultivo con las muestras fueron
observadas durante cuatro semanas y los sueros se congelaron a -20 C

hasta su uso en el laboraterio



RESULTADOS

En la etapa de elaboracion del conjugado se abtuvieron lo siguientes
resultados el titulo de anticuerpos alcanzado en la mezcla de sueros
hiperinmunes en conejos fueron: para la cepa PA 1:12,800 y para la cepa
UAM 1:6,400; la cantidad de proteina en estos sueros por la técnica de
Lowry fue de 32 y 26.8 mg./ml para los sueros hiperinmunes Palo alto y
UAM respectivamente (cuadro 1).

La dilucién optima de trabajo fue de 1:100 para el conjugado PA y
1:10 para el conjugado UAM, teniendo estos una intensidad adecuada de

flugrescencia (cuadro 2).

Los dos conjugados fueron confrontados contra Salmonella spp, y

. E. coli spp. resultando estas negativas a la prueba de AF.

En el cuadro 3 se muestran los resultados de la fase experimental
en la que se inocularon cuyes, se encontrd que de 39 animales infectados
con la cepa PA 38 fueron positivos con una sensibilidad del 97.4%.
Mientras que los resultados correspondientes a los animales inoculados
con la cepa UAM, los 39 cuyes fueron positivos al conjugado respectivo
dando un 100% de sensibilidad. La especificidad y e! valor predictivo en
conjugados fue del 100% respectivamente. Cabe afiadir que |a prueba de
AF para ambos conjugados fue capaz de detectar animales positivos a
partir del primer dia post inoculacién (Pi), hasta el dia 19 que durd el

experimento (cuadro 5y 6)
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El cuadro 4 muestra fos resultados de sensibilidad y especificidad de
la técnica de AF contra el Aislamiento Bacteriolégico (AB) cuando se
aplicaron a cada una de las muestras de los cuyes inoculades con las
cepas PA y UAM en donde se ve que ambos conjugados tuvieron valores
de sensibilidad par AF relativamente bajos. A este respecto se puede
observar que para el conjugado PA el maximo valor fue para el higado con
un 61.4% de sensibilidad, mientras que para el conjugado UAM, la
sensibilidad méxima observada fue en sangre con un 69.2%. En lo que
respecta a la sensibilidad del AB se cbserva que excepto para el rifén,
todos los valores obtenidos fueron inferiores al 50%. Por lo que toca a la

especificidad se ve que para ambas técnicas fue del 100%.

Al comparar el numero de aistamientos en cuyes inoculades con la
cepa PA contra la técnica de AF (cuadro 5), se encontré que 28 veces
ambas pruebas coincidieron (+/+); 10 veces la técnica de AF fue positiva y
la prueba AB negativa {+/-) y en una sola ocasidén fue flucrescencia

negativa aisiamiento positivo (-/+).

De la misma forma se comparé el aislamiento de la cepa UAM contra
la técnica de AF a partir de cualquier muestra de cuyes inoculados la una
cepa homdloga (cuadro 6} y se encontrd que 29 veces ambas pruebas se
encontraban positivas (+/+), 10 veces resultd AF positiva, AB negativo (+/-

). en este caso ningtn cuye fue negativo a la técnica de AF.

En el cuadro se observa la comparacion de los resultados de las pruebas
de AF yde AB en diferentes muestras de los 39 cuyes inoculados con

leptospira cepa PA. Como se nota la técnica de AF fue capaz de
17



identificar en la sangre de los cuyes inoculados con esta cepa en 21 de
39 animales (54%), mientras que por la técnica de AB en solo 12 de 39
cuyes se logré recuperar al microorganismo. La concordancia de
resultados positivos o negativos para ambas pruebas fue observada en 20
de los 39 cuyes inoculados (52%). En lo que respecta a los resultados de
las muestras de higado, la técnica de AF identificd a 23 /39 cuyes (59%) y
la de AB 7/39 (18%) teniendo concordancia de resultados en 15 de 39
ocasiones. En pulmén la técnica de AF demostrd la presencia de
leptospira en 20 ocasiones (52%) y la prueba de AB en 12 de 39 veces
(31%), y ambas pruebas coincidieron en 21 veces (54%). L.a presencia de
leptospiras en rifdn detectadas por la técnica de AF se demostrd en 19
ocasiones (49%) y por |la prueba de AB 11 veces (29%); la reciprocidad de
ambas pruebas en 19 ocasiones. Por Uitimo las muestras de orina
positivas a la técnica de AF fueron 21 /39 (54%), mientras que por la
,prueba de AB solo se logré recuperar la cepa en 4 ocasiones (10%}),

coincidiendo ambas pruebas en 20 ocasiones (52%).

En el cuadro 8 de la misma manera se muestran 10s resultados
obtenidos por muestra de cada uno de los 39 cuyes infectado con la cepa
UAM en donde se demuestra que en 28 (72%) ocasiones fueron positivas
las muestras de sangre a la técnica de AF y 9 (23%) a la prueba de AB
concordande 16 (41%) ocasiones. La demostracién de leptospiras en
higado, pulmon y rifién por la técnica de AF fue de 24 /39 veces (62%) y la
recuperacion de la cepa por AB en 18 ocasiones {42%) en higado, 14/39
(36%) en pulmon y 19/39 (49%) en rifAdn, la concordancia entre
ambas técnicas fue en 25, 21 y 28 ocasiones para higado, pulmén y rifdn

respectivamente. Por ultimo 16 (41%) muestras de orina fueron positivas a
18



AF y 7 (18%)} a AB; la similitud en los resultados de ambas técnicas se

demostrd en 20 ocasiones.

En el cuadro 9 se muestran los resultados de la prueba de
Aglutinacién Microscopica (AM) en los sueros de Io; cuyes inoculados con
las cepas PA y UAM de acuerdo a los dias post inoculacién. Como puede
cbservarse, 16 de los 39 cuyes fueron positivos a la cepa PA {41%),
mientras que 20 de los 39 animales fueron positivos a la capa UAM (51%).
La seroconversién se presentd a partir del dia § Pi para la cepa PA y al
dia 4 Pi para la cepa UAM. Cabe sefialar que el titulo maxime de
anticuerpos de los cuyes inoculados con la cepa PA se alcanzé al dia 11
Pi con un titulo de 1:3200 y para los inoculados con la cepa UAM al dia 4
Pi.

Los resultados de la fase de campo se muestran en el cuadro 10, en
donde se observa el nimero de establos que resultaron positivos a las
diferentes pruebas que fueron sometidos los 5 animales de cada uno de
estos para el diagndstico de leptospira. Se observa que para la prueba
serolagica de AM con ambas cepas como antigenos (PA y UAM) 42/65
(64.6%), fueron positivos en donde al menos un animal fue positivo a esta
técnica diagndstica; 20 de 65 (30.8%) establos tuvieron animales positivos
a la Observacién Microscdpica (OM) de leptospiras en muestras de orina;
en 25/65 (38.5%) establos se tuvieron observaciones de leptospira en
orina por medio de la técnica de AF con el conjugado PA y 20 de 65
establos (30.8%) fueron positivos a AF con el conjugado UAM. Por titimo
47165 establos (72.3%), al menos un animal fue positivo a cualquiera de

las pruebas diagndsticas mencionadas.
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En el cuadro 11 se muestran los resultados de los diagnéstico
aplicados a las vacas del CAIT con lo cual se muestra que en Tizayuca
se encontrd una seroprevalencia del 6.7% para la cepa Palo Alto y 28%
para la cepa UAM. Los animales que fueron positivos a la técnica de AF
conjugado Palo Aito 10.1% y UAM 5.8%; y en cuanto a las veces que se
pudieron observar leptospiras al microscopio de campo obscuro fue un
8.3%. La discrepancia de los resultados observados en este cuadro serd

comentada en el capitulo de discusion.



DISCUSION

La deteccidn de leptospiras en bovinos a partir de muestras de orina
ylo sangre (dependiendo de la fase de la infeccion), podria ayudar a
reducir ia difusion de la enfermedad, proponer tratamientos oportunos en
los animales enfermos asi como medidas de prevencion en los animales
susceptibles.

En este estudio se demostra la alta sensibilidad y especificidad que
tiens la técnica de AF, ésto se confirmd con los resuitades obtenidos en
la fase experimental, en donde se muestra que la técnica de AF fue mas
répida en demostrar al microorganismo que el aislamiento, por otro lado,
detectd mas veces leptospiras que la observacion micrescopica. Aungue
la serologia fue el diagnéstico que determind anticuerpos en una mayar
frecuencia de animales en la muestra, ésta no necesariamente refleja el
estado de portador o convalecencia del bovino positivo a esta prueba

(16).

E! primer inconveniente que se encontrd al tratar de montar la
técnica de AF fue al elaborar los sueros hiperinmunes, ya que se tuvieron
que realizar varios ensayos para obtenar los sueros hiperinmunes de
calidad, porque de ésto dependia el éxito o fracaso de dicha técnica
diagndstica. Cabe mencionar que los titulos obtenidos (cuadro 1), son
mayores o iguales a los reportados por otros autores que han trabajado
con dicha técnica diagnéstica (2, 9, 12, 14, 19).
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Las diluciones de trabgjo (cuadro 2), fueron consideradas
satisfactorias para ambos conjugados porque al momento de hacer las
observaciones al microscopio de epifluorescencia permitia observar sin
ninguna dificultad a las feptospiras presentes en muestras de cuyes en la

fase experimental o en orinas de los bovinos de la fase de campo.

Los valores abtenidos en cuanto a sensibilidad para los conjugados
PA y UAM fueron de 97.4 y 100% respectivamente; ésto representa que
estos biolagicos tienen un buen nivel diagndstico en cuanto a determinar
a los verdaderos infectados con leptospira. La especificidad para ambos
conjugados fue del 100%, o que revela la capacidad que tiene la técnica
de AF para demostrar que los animales estan infectados con Lepfospira
spp o dicho en otra forma no se encontraron falsos negativos en las
muestras de 6rganos y/o fluidos de los cuyes infectados en la fase
experimental de este estudio. Por tltimo el valor predictivo de la prueba
fue del 100%, indicando que la prueba es confiable a una prevalencia del
50% como en el caso de la fase experimental de este estudio. Estos
datos de sensibilidad, especificidad y valor predictivo se obtuvieron
cuando al menos una muestra de drgano y/o fluido de los cuyes
inoculados en forma experimental fueran positivas lo que concuerda con

otros investigadores (9, 14, 19).

Al analizar los resultados por grupos de muestras de los cuyes
(sangre, higado, pulmén, rifdn, u orina), la sensibilidad disminuyd
considerablemente, no asi la especificidad (cuadro 4}, 1a cual se mantuvo
en 100% para ambos conjugados. Esta disminucion de la sensibilidad de

la técnica de AF por érgano o fluido probablemente se debié a que en la
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fase de la enfermedad en la que fueron tomadas {as muestras los
organos mas afectados fueran los higados de los animales inoculados y
por lo tanto también se detectd leptospira en sangre en el caso de ambos
conjugados. En el caso del conjugado PA las muestras de sangre e
higado tuvieron una sensibilidad con el 56 y 61% respectivamente; en el
caso del conjugado UAM las mismas muestras mostraron una
sensibilidad de 69 y 61% respectivamente. Con esto se puede decir que
en estos animales la leptospirosis se presentd en forma aguda afectando
ambas cepas al higado y por consiguiente se detecté a la leptospira en
sangre en forma septicémica con lo que se corrobora lo publicado por
Ellis (16), en donde menciona que en casos de leptospirosis aguda el
érgano que se ve mas afectado es el higado. Cabe hacer mencién, que al
intentar recuperar las cepas inoculadas en los cuyes por aislamiento, solo
se logré en mas de un 50% en las muestras de rifion de los cuyes
inoculados con la cepa UAM, siendo todas las demds recuperaciones
inferiores a el 40%. Con ésto se puede deducir que, a pesar de que la
sensibilidad se ve disminuida en ambos conjugados es mejor emplear la

técnica de AF que el aislamiento.

La efectividad de la técnica de AF con respecto a el aislamiento
quedd demostrada (cuadro 7), ya que solo en 12 cuyes se pudo
recuperar |a cepa PA de sangre y pulmén representando solo el 31% de
los animales inoculados, mientras que por la técnica de AF se demostr&
a la leptospira en mas del 50% de las muestras excepto en rifdn (49%),
ademas de que la contaminaciéon de la muestra no fue un factor
importante en la técnica de AF que pudiera alterar los resultados

obtenidos, esto también estd demostrado anteriormente por otros
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investigadores (19, 38). Esta comparacion demuestra el valor diagnéstico
que tiene la técnica de AF con respecto al aislamiento y més si se toma
en cuenta que las cepas de leptospira empleadas para la infeccion de los
animales de labaratorio, estén ya adaptadas a fos medios de cultivo que
se emplearon para |a recuperacion de las mismas a partir de los animales

inoculados,

Una vez valorada la técnica de AF, se procedid a probarla bajo
condiciones de campo aplicandola en muestras de orina y sangre de
bovinos lecheros del CAIT; la intencibn de evaluar a ésta técnica
diagnéstica solo en éstas muestras fue por demostrar |a presencia de
animales enfermos o portadores sanos en dicha cuenca, empleando
también el aislamiento y 1a Observacion Microscopica en Campo Obscuro
(oM.

En el cuadro 10 se muestra la presencia de animales con algin
antecedente de leptospirosis tomando como unidad muestral al establo
en donde se encontrd que en la mayoria de estos tienen por lo menos a
un animal positivo a alguna de las técnicas utilizadas en este trabajo
(72.3%), este dato se observa aumentado, principalmente por los
animales positivos a la serologia ya que 42/65 (64.6%) establos tienen
animales con antecedentes serolégicos a alguna de las dos cepas de
leptospira empleadas en este estudio. Por otra parte los establos con
animales positivos a las técnica de AF conjugado UAM u OM, solo 20/65
(30.8%) resultaron positivos y con el conjugado PA 25/65 (38.5%). Dados
los porcentajes tan etevados de establos que tienen animales que

presenten alguna reaccidn a las pruebas diagnosticas, es indispensable
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continuar con las medidas de fratamiento, control y pravencién que hasta
hoy se emplea en el CAIT ya que de otra forma este problema pudiera

provocar dafios mas severos.

Cuando los resultados obtenidos se analizaron tomando como
unidad muestral a la vaca en produccién del CAIT (cuadro 11), se
obtuvieron los siguientes datos: come se puede observar hay una
diferencia entre los resultades serclagicos y los obtenidos por AF, en
cuanto a la cepa detectada, ya que por la prueba de AM, la cepa UAM
(serovariedad hardjo) fue mas frecuente que la cepa PA (serovariedad
icterohaemorrhagiae), mientras que el diagndstico por AF la cepa PA
fue mas frecuente que la cepa UAM, esto podria ser debido al uso de
bacterinas especificas que contienen a la cepa UAM en algunos de los
establos de la cuenca y estos biolégicos no contienen dentro de su
formula a la cepa PA, por lo que se detectan en mayor proporcién

anticuerpos contra UAM.

L.a razon por la que las muestras de orina (cuadro 11) fueran las
tnicas que fueron positivas por las técnicas de AF (ambos conjugados) y
OM, podria ser debido a que en los bovinos adultos la infeccién por
leptospira enfermedad se encuentra en forma crénica, en donde el
microorganisme se aloja en los rifiones y se elimina a través de la orina
(5,7,8, 15, 16).

Cabe aclarar que de todas las muestras tomadas de los bovinos del
CAIT se intentd el aislamiento, hasta el momento de realizar este informe

se tienen algunos cultivos sospechosos que contiene a microorganisimnos
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parecidos morfolégicamente a leptospiras, pero la contaminacién rebasa
al crecimiento de estos organismos. También se ha intentado la
purificacién de estos posibles aislamientos a través de la inoculacion de
cuyes sin $xito, por lo que se seguirdn manteniendo estos cultivos

mediante pases mensuales hasta obtener su purificacion.

Por todo o anterior se concluye que la Técnica de AF con los dos
conjugados (PA y UAM) elaborados en este trabajo, es una herramienta
diagnostica Gtil y necesaria en el problema de la leptospirosis bovina, las
muestras de preferencia serian de 1a orina de los animates sospechosos
de sufrir la enfermedad o en su caso muestras de higado, pulmén. rifion y
sangre de fetos abortados, dado que se demostrdé en la fase
experimental, que [a técnica de AF con estos conjugados tienen una

buena sensibilidad y especificidad.
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CUADRO 1

CARACTERISTICAS DE LOS SUEROS HIPERINMUNES
DE CONEJO PARA LA PREPARACION DE LOS CONJUQADOS

DE LEPTOSPIRA

TITULO DEL

CEPAS SUERO PR"?T;::‘A
HIPERINMUNE g
PALO ALTO 112,000 32
UAM 16,400 26.8
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CUADRO 2

DETERMINACION DE t.A DILUCION OPTIMA DE DOS
CONJUGADOS DE LEPTOSPIRA

DILUCIONES

CONJUGADO
PALO ALTO

CONJUGADO
UAM

SIN DILUIR

110

*44

1:100

4

11,000

1:10,000

'y

+++ FLUORESCENCIA EXCESIVA
++ FLUORESCENCIA OPTIMA

+ FLUORESCENCIA ESCASA
~ FLUORESCENCIA NEGATIVA
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CUADRO 3
SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y VALOR PREDICTIVO
DE LOS GONJUGADOS DE LEPTOSPIRA

CONJUGADOS

CEPA CEPA

PALO ALTO UAM

SENSIBILIDAD 97.4 % 100 %

ESPECIFICIDAD 100 % 100 %

VALOR 100 % 100 %
PREDICTIVO
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VARIACION DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA TECNICA

CUADRO 4

DE ANTICUERPOS FLUORESCENTES Y AISLAMIENTO EN AMBOS

CORNJUGADOS
CONJUGADOS T:)PEO SEN.'SI?LIDAI)“ ESPE'C!;K:IDAI‘)
MUESTRA AF AISL! AF AISL
SANGRE 56.4 30| 100 100
HIGADO 61.4 17 | 100 100
PALO ALTO PULMON 51.2 30| 100 100
RINON 48.7 28 | 100 100
oo ORINA 108,201 100 100
SANGRE 69.2 23| 100 100
HIGADO 61.5 46 | 100 100
UAM PULMON | 58.9 368 | 100 100
RINON 69.4 63 | 100 100
ORINA 41.0 17 | 100 100

» AF ANTIGUERPOS FLUORESCENTES

34
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CUADRO 5
COMPARACION DE RESULTAPOSE DE LAGE TECNICAS DE AISLAMIENTO
¥ ANTICUERFPOS FLUOREBCENTES A PARTIR DE ORGANDS O FLUIDOS
DE CUYES INFECTADOS CON Leptospira interrogans CEPA PALO
ALTD DE ACUERDGO AL DIA POST INOCULACIDN.

ATSLANTERTOQ

0-o-io-n-o-lo-o-n-o-o-0-o-|o-o-~-t-|o-o-lo-ol_-l
Mames ket oafuafz (o] s2fusfe iz
mm_hl‘ RN I

LIE 11213 |4)5(6j7)89 01|12 |13

SE CONSIDERO C0M0 CUTE POSITIVO CUAMDO HUBO RISLANTENTO0 FLIORESCENCIA
POSTTIU: BN AL MENOS UK DE 1AS MUESTRAS DE ORGANOS O FLUINOS
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CUADRO 6
CONMPARACION DE RESULTADOS DE LAS TECHICAS DE AIBLAMIENTO
¥ ANTICUERPOS FLUORESCENTES A PARTIR DE ORGANOS O FLUIDOS
DE CUYES INFECTADOS CON Leytospiras interrogans CEPA UAHN
PE ACUERDO AL DIA POST 1HOCULACION.

A I SLANTENTO

o-o-lo-ln»u-0-0-0-0-0—0-.-o-t-o-o-»-o-o-»-
o, aigfe juguafusal fog e e e B e 2 i zsm]asl
e TN A RHA Y

janB s !
ns tlabalals]olatalolm bl ol ds b b o | RIS

§X COBIDIRG (00 CUTE PUSITIVO CUMEDG HIBO AISLAMIDNTO0 FLAORESCENCIA
POSITIV B AL G505 (4 BT 14S MUESTRAS D ORGANOS O TLUINS
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CUADRO 7
COMPARACION DE RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE
ANTICUERPOS FLUORESCENTES Y DE AISLAMIENTO
BACTERIOLOQICO EN MUESTRAS DE 39 CUYES
INOCULADOS CON LA CEPA PALO ALTO

ANTICUEROS | AISLAMIENTO | CONCORDANCIA
MUESTRAS  |{FLUORESCENTES BACTERIOLOGICO| ENTRE AMBAS
. % . % | PRUEBAS %
SANGRE | 21 54 |12 31 52
HIGADO |23 59 | 7 18 39
PULMON |20 62 |12 31 54
RIRON 19 49 |11 29 49
ORINA 21 654 2 6 62

* CONCORDANCIA DE RESULTADOS POSITIVOS O NEGATIVOS
A AMBAS PRUEBAS
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CUADRO 8

COMPARACION DE RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE

ANTICUERPOS FLUORESCENTES Y DE AISLAMIENTO
BAGTERIOLOGICO EN MUESTRAS DE 39 GUYES

INOCLADOS CON LA CEPA UAM

ANTICUEROS AISLAMIENTO &ONCORDANCIA
MUESTRAS FLUORESCENTES|BACTERIOLOGICO| ENTRE AMBAS
* ™% - % PRUEBAS %
SANGRE |28 72 | 9 23 44
HIGADO 24 62 18 47 65
PULMON | 24 62 | 14 36 54
RINON 24 62 |19 49 72
ORINA 16 41 | 7 18 52

» CONCORDANCIA DE RESULTADOS POSITIVOS O NEGATIVOS
A AMBAS PRUEBAS
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CUADRO 9

RESULTADOS DE LS FRUEBA DE AGLUTINACION
MICROSCOPICA EN SUEROS DE CUYES INFECTARDOS
CON LAS CEPAS PALO ALTO Y UAN

[+ DIAS POST INOCULACIOK
123|456 |7]|06]9[1h |1 ]2 1314 |15 |16 |17 |18 |19

Mo « [B]Blejefefz]1|1|a]=|n|t|t|2f2{a|2]2]|1

“m'zzzzzaun.nuuu.-nae.

# CUYES NO MUESTREADOS

CEPA DI1AS POST IKOCULACIOH
t|2]3f4]s]|e|7)e|9(18 |11 |12 (13 |1 |15 |16 |17 18 |19

u“:isuz_{2211111-1zz-1:
21220 (8|6 |[8)w|w|w fowlw|elulpg|0|s un
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CUADRO 10

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS APLICADAS
A LOS BOVINOS MUESTREADOS DE 656 ESTABLOS DEL CAIT

ESTABLOS
PRUEBAS TIPO NUMERO
DE DE TOTAL DE %
DIAGNOSTICO | MUESTRA POSITIVOS
AM SUERO 65 42 64.6
oM ORINA 65 20 30.8
AF PA ORINA 65 25 38.6
AF UAM ORINA 65 20 30.8
AR SR | o | v | 7o

AM AGLUTINACION MICROBCOPICA AF PA ANTICUERPOS FLUGREBCENTES PALO ALTO
OM OBBERVACION MICROGBCOPICA AF UAM ANTICUERPOS FLUORESBCENTES UAM
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CUADRO 11

RESULTADGCS DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS APLICADAS
A BOVINOS DEL CAIT

[ BoviNnoOS

PRUEBAS TIPO NUMERO
DE DE TOTAL DE %

DIAGNGSTICO |MUESTRA POSITIVOS
AM PALO ALTO | SBUERO 325 22 7
AM UAM SUERO 325 91 28
AFPALO ALTO | ORINA 326 33 11
AF UAM ORINA 326 20 ]
oM™ ORINA 325 27 )

) AM » AGLUTINAGION MICROBCOPICA .OM » CBBERVACION MICROSCOPICA
“AF = ANTICUERPOS FLUOREBCENTES
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