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RESUMEN.
Se colectaron sucros de 106 cquinos de 1 a 21 afos (89 machos y 17 hembras),
del iInstituto Nacional de Higiene; destinados a la producciéon de sucros
hiperinmunes. Se realizé la prueba de aglutinacién microscodpica (AM) contra 19
serovariedades de Leprospira spp. patdégenas considerando positivas las
diluciones 1:100 o superiores; encontrandose 83.9% positivos 2 una o mas
serovariedades con titulos hasta 1: 6400. Las serovariedades con mads reacciones
positivas fueron: autumnalis, australis y pomona. Las serovariedades con titulos
mas altos fueron: awtumnalis. cynopteri v pyrogenes 1:6400 y australis, celledoni,
szwajizak ¢ icterohaemorragiac 1:3200. Sc utilizaron prucbas de inmunodifusion
doble en agar (IDD), contrainmunoelectroforesis (CIEF), eligiendo 48 sueros con
titulos de 1: 400 o superiores para descartar reacciones cruzadas, debido al estado
inmunoldgico de los equinos: cncontrandose sélo un caso de  identidad
inmunoldgica total (0.029%), detectado entre el virus ribico y la secrovariedad
pomona (suero 545) en IDD; en CIEF no se detectaron lineas de precipitacion.
Con ¢l mismo fin, se prepararon antisucros en 5 concjos contra los antigenos
utilizados para inmunizar a los equinos (virus rabico, toxoide tctinico, toxoide
diftérico, veneno de alacran y veneno de serpientes), con los cuales se corrid la

prueba de AM, no encontrando titulos contra leptospira en la diluciéon 1: 50,



Después de los 12 del

o murieron 59 equinos (55.6%) a

consecuencia de diversas lesiones como: hepatopatias, nefropatias, enteritis

hemorragicas y congestiéon pul

ar; encontrando 9 de los 59 animales con

lesiones posibles de leptospirosis y con titulos de anticuerpos = 1: 400 en la AM
(15.2%).
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INTRODUCCION

El Instituto Nacional de Higiene dependiente de la Gerencia General de
Bioldégicos y Reactivos de la Secretaria de Salud, tiecne como una de sus funciones

producir sucros y vacunas destinados a prevenir, tratar y diagnosticar diversas

enfermedades endémicas. Los sucros hiperinmunes son bioldgicos que se

obticnen del suero de animales previamente inmunizados contra una enfermedad

especifica y contienen anticuerpos que una vez concentrados y purificados

pueden aplicarse al hombre y a los animales domésticos, para el tratamiento de

enfermedades de alta incidencia, curso agudo y monrtalidad clevada (7, 10, 87).

Los animales de eleccion para la produccion de sueros hiperinmunes son

los caballos; esto se debe a ciertas caracteristicas como eobtencion de sangrias

hasta de 10 litros diarios durante 2 o 3 dias consecutivos, periodos prolongados

para mantener titulos altos de anticuerpos, la ripida sedimentacion de globulos
rojos favoreciendo el proceso de plasmaféresis (es la accion de transfundir al
caballo ¢! paquete celular suspendido en soluciéon salina después de extraerse el
plasma), asi como la relativa tolecrancia al sucro de esta especie por ¢l organismo
humano (111).

Sin embargo esta especie esti expuesta a sufrir diferentes disfunciones

organicas observando diversas lesiones en forma recurrente tales como: oftalinias




periddicas, ncumonias, nefritis, glomerulonefritis, cirrosis, hepatomegalia,
hepatitis, anemias que obedecen principalmente a la constante estimulacién

antigenica, constantes sangrias y otros factores (7).

LEPTOSPIROSIS.

La leptospirosis es una enfermedad bacteriana, mundial que afecta a los
humanes y diversos mamiferos silvestres y domésticos, causado por fos miembros
del género Leptospira spp. La leptospirosis clinica es mas comUnmente asociada
con especies domésticas como los bovinos, cerdos, perros ¥y muy pocas veces
reportada en los pequefios rumiantes y equinos (3, 13, 17, 66, 12-1).

Sin cmbargo estudios serolOgicos internacionales han revelado que la
exposicion de los equinos hacia las leptospiras es muy comuan (11, 66),
considerindoles hospedadores comunes de Ia serovariedad brarisiava (47, 84,

113, 161).

LLas leptospiras son espiroguetas que miden de 0.1 a 0.3 pum de diametroy 6
a 20 pm de longitud (13, 85, 117). La célula consta de una membrana
citoplasmatica con una pared de peptidoglicano y una envoltura superficial con

varias capas comparables  a las bacterias Gram negativas (108). Sus extremos



ticnen forma de ganchos y presentan 2 flagelos periplismicos (FP), también
conocidos como filamento axial y endoflagelo. Estos flagelos estin insertos cerca
de la membrana citoplasmdtica en ambos extremos, extendiéndose entre el
espacio periplasmico (19).

Los FP son estructuras complejas que consisten de 2 vainas tubulares y dan
Ia consistencia sélida a la parte interna (154). El cilindro citoplasma:tico donde se

encuentra inserto cl flagelo, tiene una capa de peptidoglicano y una membrana

citoplasmatica. La envoltura contiene lipooligosacirido ( LLOS ), protcinas y

fosfolipidos (91, 117).

Esta bacteria pertencce a la familia Leptospiraceae, conteniendo a los
géncros Leptospira v Leptonema (117). El géncero Leptospira ha sido dividido en
190 diferentes scrovariedades ordenadas antigénicamente en 25 serogrupos (117)
(Tabla 1).

El estudio de! polimorfismo de Ia longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP) de ADN cromosomal ha dividido al género en 7 especies de importancia
médica: L. borgpetersernii, L. inadar, L interrogans, L. kirschncri (L. alstonii), L.

noguchii, L. santarosai y L. weilii (118, 164), ademas dec 3 especies no patogenas

L. biflexa, L. meyeri y L. wolbachii (164).



KablaxleSerogcupos’de . Lépi Wedlinférrogians:
Namero Serogrupos

1 Australis

2 Autumnalis

3 Ballum

3 Bataviac

5 Canicola

6 Celledoni

7 Cynopteri

8 Djasiman

2 Grippotyphosa

10 Hebdomadis

11 Icterohaemorrahagiace
12 [Javanica

13 !Louisiunn

14 rl,ynlc

15 Manhao

16 Nini

17 Panama

18 IY'omona

19 l Pyrogenes
20 Ranarum
21 Sarmin
22 Sejroc
23 Shermanti
24 Tarassovi
25 Aun no designado

* Tomado del Instituto Pasteur chtip://www pasteur. fr/Bio/Leptospira/interrogans.him!

Hay muy poca imformacion acerca de los factores de virulencia de las

leptospiras. Las leptospiras invaden al hospedador por membranas mucosas; las



cepas virulentas se dirigen hacia las células epiteliales (lineas in vitro), siendo

mas eficientes que las cepas no virulentas (6, 138) y atacan a los constituyente de

la matriz extracelular, cjemplo: coliageno y fibrinogéno (77).

La adhesién parece ser un proceso activo que involucra superficies

proteicas de la leptospira siendo ain no identificadas (149). Las leptospiras

patogenas también invaden epitelios y otro tipo de células como las hepiiticas y

renales (100, 156).
La produccion de hemolisinas por parte de algunas scrovariedades de

leptospiras, contribuye a la produccion de hemoglobinuria y ancemia hemolitica

(13, 150).
La induccion de TNF - a (factor alfa de necrosis tumoral), dana Ins célhulas
¥ sangrado anormaal, asi como

endoteliales, resultando en  hemorragias

coagulacién diseminada intravascular, que son vistas en leptospirosis aguda. Una

cepa virulenta de la scrovariedad icrerohacmorrhiagiac, mostro producir grandes

efectos procoagulantes que cepus no virulentas incubadas en monocitos humanos

in vitro (101).
Un mecanismo importante de virulencia es la actividad endotoxica del

Lipooligosaciridos (LOS); Isogai er al (1989), detectd diferencius en ¢l efecto del

LLOS de diferentes serovariedades que causan trombocitopenia y agregacion



plaquetaria. E! contenido de LOS de cepas virulentas y no virulentas de

serovariedades en particular pueden diferir (61, 109).

La toxicidad y efecto mutagénico de lipido A aislado del LOS, ha sido

reportado por mucho mis bajo grado que aquellos lipopolisacaridos de £ coli o

Salmoncella (127, 132, 155).

El LOS leptospiral ha mostrado ser fuertemente liberador de citoquininas

de monocitos (74).
Estudios recientes han mostrado al LOS como ¢l componente antigénico
mais importante en leptospiras (2). En la ausencia de anticuerpos especificos, el
contenido LOS de la pared celular es considerado como responsable para la
resistencia de las leptospiras a los efectos bactericidas del suero normal (76).
La estingomiclinasa C, ha sido reconocida solo en cepas patogenas (8), se

ha reportado una correlacion de  virulencia  entre la actividad  de  la

esfingomielinasa con la fostolipasa A, para las cepas del serogrupo Pomona ( 13,
35, 115, 127, 128, 129, 159). Aunque la patogénesis d¢e ambas enzimas es

especulativa, no se descarta que pueden realizar efectos citoliticos que van a

proveer beneticios nutricionales a la bacteria, por la liberacion de hierro y dicidos

grasos disponibles (99).



EPIZOOTIOL.OGIA.

La leptospirosis e¢s probablemente una enfermedad que se presenta en un
60% de la poblacién bovina y debido a las pérdidas que ocasiona se le considera
una de las 3 principales enfermedades que afectan a la ganaderia (3, 15, 16, 37).

Es una infeccion zoonotica y los humanos adquieren la infeccion a partir de
una extensa variedad de animales portadores a menudo de aguas contaminadas
con orina representando un riesgo ocupacional para carniceros, granjeros y
veterinarios, asi como para propictarios de mascotas (3, 17, 37, 41, 42, 50, 81, 91,
160).

La humedad e¢s un factor importante que rige la persistencia  del
microorganismo cn camas o suclos, persistiendo hasta 183 dias ecn lugares
encharcados o 30 min. cuando ¢l suclo se seca con el aire (17).

LLas leptospiras mueren por congelamicento, calor (56°C/20 min.), jaboén,
sales biliares, detergentes, pH acidos y putretaccion (13, 98); son sensibles a los
antibidticos como estreptomicing, penicilinas asi como las tetraciclinas (103,
108): pero tienen una natural resistencia a las sulfonamidas (15).

En el curso de una leptospirosis se eliminan hasta 107 leptaspiras por mi de
orina, las cuales sobreviven mas tiempo en la orina neutra o ligeramente alcalina.

Por esta razon, los herbivoros desempefian un papel importante en la transmision




que los camivoros cuya orina es dcida y en donde las leptospiras sobreviven por

periodos mas cortos (1 a 2 hrs.) (72, 108).
Por otro lado las leptospiras se han aislado incluso de especies como

anfibios, artropodos, aves y reptiles (146).
Ef habitat natural de las leptospiras patéogenas son los tabulos contorneados

proximales del rifion y algunas veces el tracto genitaf (117).

La leptospira se establece en rifion propagandose al lumén de tabulos
proximales y ahi no esta sujeta a o accion de anticuerpos det hospedero (72).

La produccion de urcasa por Leprospira spp. patogena pucde ser importante
para la colonizacion del rinon, eliminandose el microorgonismo en lo orina
durante Ia altima tase clinica y continud en Jas lases de convalescencia y
recuperacion (72, 151).

Por lo regular hay una evidente adaptacion de ciertas serovariedades en

algunas cspecies de animales, persistiendo {a infeccidén por mucho tiempo en

hospedadores especificos; por ejemplo: las cerdas pueden actuar como portadores
a 180 dias),

meses, en bovinos durante un promedio de 36 dias (10

hasta 2
desempenando una importante funcién en la epidemiologia de la leptospirosis

(15).



Los equinos constituyen también una fuente dudosa de infeccién ya que en
ellos su leptospiruria es moderada si bien puede prolongarse hasta 4 meses (17,

117).

Aunque dceterminadas serovariedades muestran cierta especificidad de

huésped, no puede ser calificada ésta de constante; mas bien es caracteristico de
las leptospiras que cambien las relaciones del parisito y ¢l huésped segin la
situacion epidemioldgica local y varia la adaptacién a uno nuevo. Asi la rata, por
ejemplo, es ¢l hudésped principal del serovariedad L. canicola en determinadas
regiones (108).

Este fenomeno explica la existencia de diversos ciclos de contagio entre los
roedores, los animales domésticos y el hombre en determinadas regiones. Por lo
1anto, la expresion "huésped especitico” puede tener valor Gnicamente durante un
tiempo limitado y para una situacion epidemiologica definida (108).

El hospedador incidental es infectado por transmisién directa @ través de

orina infectada, placenta, tcjido fetal o indirectamente a través de contacto con el

agua y alimentos contaminados (15, 17).

La transmision vendérea de [a serovariedad bratis/ava en el caso del cerdo

puede ser importante, en otras especies ¢sta transmision es limitada (12, 117,

153).



La transmisién vertical de la madre al feto puede ocurrir en varias especics
por ejemplo: hardjo- bovis en vacas pero la mayoria de las infecciones ocurren a

través de la mucosa nasal, genital, ocular o abrasiones en la piel (12, 51, 72, 117,

124).

La transmision cntre caballos no existe pricticamente, excepto con la

posibilidad de infeccion al potro durante el periodo prenatal y perinatal (43).
La leptospirosis se presenta en un 10% de la poblacion equina, atectando a
la mayoria de los caballos de 4 aios de edad, manifestando lesiones en uno o

ambos ojos (33, 43).

comunmente se han manifestado en los equinos

Los serogrupos que nuis
son Icterohaemorrhagic ¥ Australis ¢hraristava) (18, 66, 113).

El primer reporte sobre fa inteccion natural por leptospiras en equinos tfue
5C reportaron

publicada en Rusia en 1947 (93, 94). En Norteamérica en 1952,

casos de aborto, mortinatos, muerte neonatal, disfuncién renal y hepatica, asi

ados Unidos se aislé la scrovariedad

como oftalmia periodicas (89). En [t

pomona, en Argentina Jlardjo, en Europa ademds de pomona se aislaron

icreroftacmorrhagiiac, sciroe v carnicola (3).

Estudios scroldgicos en equinos han identiticado que la exposicion hacia

2,21, 23, 48, 59, 66, 67, 82, 83, 113,

las leptospiras se presenta a nivel mundial (1




136, 142, 158, 165). Los scrogrupos predominantes varian con la distribucién

geogrifica y la serovariedad usada en estudio.

Estudios serolégicos en Inglaterra, identificaron 34.6% de 500 cquinos

clinicamente normales con titulos > 1:100 (66).
En Irlanda 89.1% de sucros de 650 yeguas fucron positivos para antigenos

aglutinantes hacia leptospira; la scrovariedad predominante fue bratislava con un

81.8%% de yeguas positivas; ademas, de los rifones de 12 de 91 equinos

examinados a la necropsia se aislo  esta serovariedad; estos equinos no
presentaban signos clinicos de leptospirosis (49).

Recientes estudios serologicos en Canada, Holanda y los Estados Unidos,

han identificado una prevalencia alta de anticuerpos en los equinos para la

serovariedad bratisleava con la ausencia de signos clinicos (12, 83, 89).Por {o que

algunos autores contemplan que ¢l equino puede ser reservorio de  esta

serovariedad (43).
Cacchione y cols. (1976), en Argentina examinaron scrolégicamente 350

cquinos encontrando 91.1% de animales positivos aislaron la serovariedad
P

hardje (21). En contraste Giorgi ¢f af. (1980), en Brasil, obtuvieron de 1653

cquinos, 4.53% de reacciones positivas, siendo icrerohacmorrhagiace y javanica

los de mis alta incidencia (59). En 1988 en los Estados Unidos, sc detectd la



prevalencia de anticuerpos contra leptospiras en 222 equinos contra pormona,
icterohaemorrhagiae, canicola, hardjo, grippotyphosa y bratislava en un 24.8%
de reacciones a una o mas serovariedades (113).

En Meéxico, la leptospirosis ha sido poco estudiada y puecde pasar
desapercibida; en 1972 Legorreta, realizé un estudio seroldgico de 200 equinos
del D.F. encontrando 8.5% de animales positivos, detectando las siguientes
serovariedades: ballum, borincana, hardjo, pomona y pyrogenes (90).

SIGNOJLOGIA

La gravedad de la infeccion depende de la virulencia de 1a serovariedad y la
respuesta inmunc del hospedador (100, 146).

La leptospirosis se caracteriza por manifestaciones extremadamente
variadas; muchos animales que sin duda no manifiestan signos clinicos,
consecuentemente tienen lesiones poco definidas, algunos se recuperan de la
infeccién y se convierten en portadores, cn tanto que cn otros la enfermedad se
desarrolla en forma aguda y fatal.

Los animales infectados experimentan la forma aguda y severa (septicemia
con evidencia de endotoxemia, hemmorragias, hepatitis, nefritis, meningitis);

subaguda y moderadamente severa (nefritis, hepatitis, agalactia, meningitis);



enfermedad crénica (iridociclitis, aborto, nacimiento prematuro, infertilidad) o la
forma subclinica, reconocida sélo por el desarrollo de anticuerpos (117).
Generalmente la leptospirosis en equinos se presenta en forma subclinica 6

créonica y muchas veces se reconoce a la oftalmia peridodica como secuela de la

enfermedad, sin embargo no es la utnica signologia de la leptospirosis,
17,.37,48,72,

presentindose ictericia transitoria, depresion, pirexia y abortos (12
124).
E! problema ocuiar es conocido por varias sinonimias como: oftaimia
periddica, ceguera lunar e iridociclitis: pero lu forma nuis descriptiva es uveitis
recurrente equina (URE) (33, 80, 92).

Afecta a 3 porciones del tracto uveal: iris, cuerpo ciliar y coroides,
dependiendo de Ia lesion se reconocen a la uveitis anterior (inflamacion del iris y
cuerpo ciliar) y la uveitis posterior (coroiditis) Figura 1. (71, 80, 125).

La Etiologia ha sido discutida por varios autores, mencionando, entre otras
causas, una reaccion de hipersensibilidad del tipo Il o [V, asi como una reaccion
hacia un agentc infeccioso o hacia el propio tejido ocular, esto debido a una
intensa reaccion de intlamacion; activacion de las células T, resultando en una

recurrencia de la uveitis por reexposicion del tracto uveal a particulas intecciosas

con una subsecuente memoria y la proliferacion de células T (68, 80, 95, 104).



Figura 1.- Equino con problema de oftatmian periodica (# 32).



Los organismos que han sido involucrados en URE son: Lepfospira spp. y
Onchocercaria spp. (5). Otros como Brucella abortus, Streptococcus equi,
Toxoplasma gondii, influenza virus, arteritis cquina y posiblemente anemia
infecciosa equina, también han sido implicados aunque no se han aislado de
equinos afectados con URE (80, 125)

De todos los agentes infecciosos rclacionados con URE, Leptospira spp. es
mas comunmente involucrada como agente causal directo. En 2 casos de uveitis
anterior rccurrente rcportados por Davidson ef al., demostraron titulos de
anticuerpos mads altos en humor acuoso que en sucro; para 3 serovaricdades:
icterohacmorrhagiae, pomona y hardjo. Resultados de cultivos en ambos casos
fucron negativos para bacterias acrobicas y parasitos (34, 80).

Ouwas de las serovariedades involucradas en URE son: aurumnalis,
bra'lislavu. icterohaemorhagiae, pomona, sejroe (34, 96, 126, 134).

La uveitis se manifiesta después de un periodo latente a veces de 12 a 24
meses, observindose fotofobia, cpifora, blefaroespasmo, hiperemia conjuntival,
opacidad corneal, hipopidén y miosis (33, 80, 125, 141). Las deficiencias visuales
pueden desarrollarse si la uveitis persiste, resultando en la formacion de cataratas,
alteracion del color del iris, atrofia del cuerpo nigricans y corioretinitis (24, 33,

37. 80, 125, 134).



Por otro lado, los resultados de una subsecuente localizacién de leptospiras
en el Otero son: aborto, mortinatos y nacimientos prematuros; la yegua inicia en
un periodo de 7 a 10 dias, con pirexia, depresion, ictericia, anorexia y aborto que

ocurre en la segunda mitad de la gestacion, detectindose titulos de anticuerpos de

1: 500 a 1: 5000 (11, 71).

71 casos confirmados de leptospirosis, de los cuales 55 fucron casos de
abortos y 16 mortinatos de yeguas con diferentes periodos de gestacion entre 3 V2
a 11 meses, demostraron la presencia de leptospiras, en 56 fetos por medio de ia
u

prucba de anticuerpos (luorescentes y del aislamiento en medios de cultivo,

partir de 20 de 42 muestras de tejido fetal. 60 de los aislamientos fueron

identificados por analisis de restriccion enzimiitica como serogrupo Pomona,

scrovariedad kcnewicki y gripponphosa, ademas de 2 aislamicntos que no se

identiticaron (114).

PATOGENIA.
Vias de entrada.

Las leptospiras pueden penetrar en forma intacta a través de mucosas y piel

lesionada (91, 124, 146). Posteriormente las leptospiras entran en ¢l torrente

circulatorio y son rapidamentc transportadas a todas partes del organismo,

incluyendo bazo, higado, liquido cetaloraquideo y humor acuoso (151).



Las leptospiras se multiplican a partir de la lesién para establecer una
bacteremia de duracién variable, se presenta 2 fases en el curso de la enfermedad:
Fase septicémica.- Cuando los gérmenes se encuentran en la sangre y organos
parenquimatosos (periodo de incubacion en animales domésticos es usualmente
de 10 a 12 dias con rangos de 3 a 30 dias) (151).

Fase toxica.- A partir del 8° dia de la enfermedad, las leptospiras son destruidas
en cl torrente sanguineo por la actividad beta-macroglobulina en conjunto con

151). asi como por anticuerpos circulantes

lisozima, complemento (8,
opsonizando leptospiras y causando el cese de la bacteremia (146).

La accion hemolitica asociada a determinadas serovariedades de Ieptospiras
varia de acuerdo con cl grado de hemdlisis, instaurandose el siguiente cuadro
patologico:

La anemia es iniciada por la accién de las hemolisinas sobre los eritrocitos
de animales susceptibles y posteriormente por anticuerpos hemoaglutinantes
producidos por el hospedador; causando anemia por hemdlisis intravascular;
algunas serovariedades patdgenas producen hemdélisis y otras serovariedades no
124). Las aglutininas del Isotipo Ig M, puede también contribuir a una

(35,

hemélisis intavascular por eritrocitos sensitivos (150, 151).



Hay una hemolisina producida por las cepas de los serogrupos :
Autumnalis, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiac y Pomona, siendo las
responsables de Ia hemoglobinuria en vacas jévenes.

La ictericia es una manifestacion comun de la leptospirosis aguda y resulta
de una hemdlisis intravascular y del dafio hepatocelular causado por algunas
scrovariedades como icterohacmorrhagiae, atecta a los perros causandoles una
marcada necrosis hepitica y disociacion de los cordones de las células hepaticas;
sin embargo hay scrovariedades que se localizan y protiferan en el parénquima
hepatico sin causarles mucho dafio ( 150, 151 ).

La nefritis ocurre en todas las infecciones por leptospiras las cuales entran
al rifidn por via sanguinea, penetrando el endotelio vascular y llegando hasta el
lumen del tabulo contorneado proximal, donde se multiplican y son climinadas en
laorina (4, 124, 135, 151).

La localizacion inicial en la corteza renal, causa una nefritis intersticial
caracterizada por atrofia de las nefronas, infiltracion de células mononucieares y
fibrosis intersticial (124).

La insuficiencia renal es resultado de dafo tubular y es coman observar

leptospiras en la luz tubular (4, 137).




La principal causa de la lesidn tubular parece ser algin efecto toxico directo
de las leptospiras. Pucden verse cambios inflamatorios en los rifiones, en los
estadios tardios del desarrollo de la lesién renal y por lo menos en un caso se
asociaron con complcjos inmunes circulantes y depdsitos de componentes del
complemento asi como cuerpos clectrodensos en los glomérulos, sugiriendo una
glomerulonefritis por complejos inmunes (86).

La hipovolemia ¢ hipotension, son causadas por pérdidas de volumen
intravascular como resultados de daio endotelial, contribuyendo al desarrollo de
insuficiencia renal (135).

La penctracion de la placenta puede ocurrir en animales gestantes con
multiplicacion de mesénquima o tejido cotiledonario fetal. El microorganismo
eventualmente se dirige al feto y se multiplica dentro de su sistema sanguineo;
resultando en la muerte fetal y/o reabsorcién con la consecuencia de que la madre
puede abortar o producir mortinatos. La infecciéon en la placenta durante el altimo
tercio de gestacion, puede estimular a la produccidon de anticuerpos especificos en
¢l feto; siendo este capaz de sobrevivir a la invasion por leptospiras (151).

La producion de anticuerpos empieza en pocos dias despuds de iniciar la
leptospiremia y cstimula rapidamente la compensacion del organismo desde la

sangre y tejidos. Hay algunos sitios inmunolégicamente privilegiados para la



persistencia del microorganismo debido al nivel bajo de anticuerpos séricos
presentes, como es cl caso de los tubulos renales, ojo y Gtero (150, 151).

Divers (1992), encontré un caso de disfuncién renal, asociada con L.
interrogans en un semental de raza pura sangre de 7 afios de edad observando:
pirexia, leucositosis (7,8000 - 18,900 cels./ul), 4% de neutréfilos inmaduros y
creatinina clevada (1.8 - 2.8 mg/dl); ¢n orina una gravedad especifica de 1.022,
piouria (25 a 40 globulos blancos por campo), trazas de proteinuria y glucosuria.
Con ¢l ultrasonido (3-Mh2) se detecté aumento en ¢l tamaiio del rifion (13 em de
amplitud en ambos rifiones). Encontrando uanticuerpos fluorescentes en la orina
para las serovariedades pomona, canicola ¢ icterohaemorrhagiac. Por AM fueron
1: 12,800 para L. pomona, icterohacmorhagiac y grippotyphosa. 1: 400 para
hardjo y 1: 3200 para canicola (39).

La persistencia de piouria, fue compatible con infecciones del tracto
urinario de equino con las siguicntes bacterias: FEscherichia coli, Proteus
mirabilis y Entcrobacter spp. (24); sin embargo la piouria ha sido reportada en
humanos con fallas renales causadas por leptospirosis (25, 31).

Las evidencias circunstanciales de ictericia y disfuncion hepatica han sido

asociadas con infeccion de leptospiras en caballos (48, 141, 142).
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De 3 caballos adultos con cvidencia de ictericia se recolectaron, en una
examinacidn post-mortem, sucros y mucestras de érganos como ¢l rifién, higado y
pulmdn, aislando 4 serogrupos diferentes: Australis (bratislava), Pomona

(pomona), lIcterohaemorrhagiae y Ballum (arboreae) (48).

DIAGNOSTICO,

El aislamiento de leptospiras puede realizarse durante la etapa aguda de la
enfermedad por cultivo de sangre, orina y liquido cefaloraquideo en medios
como: Fletcher, Stuart o el EMIH (Ellinghausen, Mc Culloug, Johnson y
Harris)(45), los cultivos sc¢ incuban a 30°C o a temperatura ambiente en la
obscuridad y se descartan s} son negativos después de 6 a 8 semanas de
incubacion (27, 105).

Sin embargo es dificil el desarrollo de ¢ésta bacteria en medios de cultivo
artificiales (146).

L.a dificultad del cultivo de leptospiras varia segin la serovariedad, por

ejemplo: ¢!l desarrollo de &rarislava puede obtenerse hasta después de 6 meses

(65).




Para mantener la viabilidad de las leptospiras en tejidos o fluidos corporales
hay que mantenerlas a 4°C o colocarlos inmediatamente en un 1% de albimina
sérica bovina (ASB) en una dilucién 1:10 (121, 133).

Para la colecciéon de muestras de orina pueden usarse diurdticos, como la
furosemida (18, 107).

El examen microscopico de campo oscuro puede revelar la presencia de
leptospiras en orina y sangre. Esto es valioso para establecer un diagnéstico
rapido pero no sec recomienda como procedimiento unico, porque los artefactos,
detritus celulares y tibrillas se contfunden a menudo con espiroquetas (27, 164).

. se han usado como

Las técnicas de tincion Giemsa y  argénti
procedimientos para demostrar organismos en tejidos post- mortem  y son
particularmente Gtiles si las pruebas serologicas y de cultivo no son posibles (65).

Las secciones de higado y rifion en casos severos, asi como fetos abortados
de bovino son teitidas por la téenica de impregnacion de Levaditti o Bridges y
L.una (54, 55, 56).

Una de las técnicas que ha mejorado la facultad de identificar a las
leptospiras en tejidos y fluidos es la téenica de inmunofluorescencia que

permiten la observacion especifica del microorganismo sobre tejidos (121).

22




Debido a las dificultades para el diagnéstico en la observacién directa y en
el cultivo de leptospiras se ha considerado a la aglutinacién microscépica (AM)
como prueba de rcferencia (18, 26, 27). En esta prueba se utilizan cultivos
jovenes de leptospiras en medios liquidos para usarse como antigenos, ya sca
vivos o tratados con formol.

Los sucros se diluyen seriadamente con solucién amortiguadora de fosfatos
(SAF), para dar diluciones de 1: 50 hasta 1: 6400 o mas, considerando como
titulos positivos a partir de 1:100 o superiores (65, 105).

Los titulos pareados son mais itiles que titulos simples; un aumento o
disminucion de las diluciones dobles, pueden indicar una infeccién aguda o
reciente (144).

Sin embargo, la AM es laboriosa, no diferencia titulos de anticuerpos en
animales vacunados de los de una infeccidon natural, al igual ocurren reacciones
cruzadas entre serovaricdades y no e¢s posible identificar, infecciones latentes (65,
146, 166).

Se ha rcportado el aislamiento de leptospiras en orina y rifidn de bovinos y

cerdos con la ausencia de scropositividad en la AM (18, 47, 50, 60).
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Las pruebas de inmunoensayo enzimitico (ELISA), son mis sensitivas que

la AM, detectando individuos que estan en la fasc de leptospiremia que no pucden

ser identificados por AM (147, 150, 153).
Las pruebas de ELISA pueden adaptarse para detectar anticuerpos
especificos para leptospiras IgM o 1gG, diferenciando una enfermedad aguda de

una cronica. También identifica IgM en enfermedades agudas y negativas a AM,

debido a que las IgM aglutinantes aparecen después de la la. secmana de

enfermecdad, pero su concentracion disminuye riapidamente en varias semanas

hasta alcanzar niveles bajos, de tal manera que pueda resultar una medicion

inadecuada del estado inmunolégico del animal asi como proporcionar

titulaciones dificiles de interpretar (18, 145).

La clase IgG, son anticuerpos protectores que se desarrollan con mayor
lentitud Que las 1gM y estan presentes mas tiempo (3, 40).

Con la finalidad de purificar cultivos, asi como aislar leptospiras de

muestras clinicas, se puede recurrir a la inoculacion de animales de
experimentacién como son los hamsters y cobayos jovenes que sc prefieren por su

mayor susceptibilidad a la infeccion (27).
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El material sc¢ inocula intraperitoncalmente, posteriormente se colecta

sangre cardiaca para cultivo, en 4o0. y 6o. dias después de la inoculacién, cuando
aparecen los primeros signos de la enfermedad.

Generalmente la primera manifestacién de leptospirosis es ficbre (39 - 41°
C). ictericia y la muerte pueden presentarse 6 a 14 dias despuéds de la exposicidn.
Otros investigadores han observado la pérdida de peso corporal como evidencia
de la infecién por leptospiras. Sin embargo algunas cepas no producen signos
clinicos aunquec los animales estén infectados (28, 91, 98).

Flan surgido nuevas técnicas que rmejorin la identificacidon y clasificacion
taxonomica de leptospiras como son la hibridacion de dcidos nucleicos y recaccion
en cadena de la polimerasa (PCR o RCP) (120, 140, 148).

Entre las técnicas de hibridacion, la hibridacion in sirns para detectar L.
interrogans, se basa en ¢l uso de una sonda de ADN de éste microorganismo
marcada con biotina, que se pone en contacto con una impronta de tejido o fluido
sospechoso. Si el microorganismo se encuentra presente su ADN hibrida con el de
la sonda, pudiendose observar al microscopio leptospiras tefildas de azul al
como ¢l nitro-azul tetrazolio (NBT) y el

enfrentar estas a un  substrato

bromocloro-indolil-fosfato (BCIP) (57).
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E! PCR o RCP se usa como técnica de diagnostico en cnfermedades
infecciosas causadas por microorganismos de lento y dificultoso crecimiento.
Estudios han revelado que la técnica puede detectar por lo menos 10 copias del

genoma de leptospira y su sensibilidad es de 10 a 50 veces mayor que el método

de hibridacién de ADN (44, 143).

Eil PCR, es una técnica que evaltia, muestras de sangre positiva a los 2 dias
post-infeccion, siendo una ventaja para el diagnodstico temprano comparando con

los 7 dias post-infeccidén que se detectan con AM (140).

En Meéxico, se han desarrollado recientemente sondas de ADN con L.
icterohaemorrhagiae que han sido empleadas para el diagnostico de leptospirosis
en bovinos mediante hibridaciéon en nylon ( Dot-blot ) ¢ ¢ situ con muestras de

orina de animales scrolégicamente positivos. (36, 57, 106)

TRATAMIENTO,

Las recomendaciones para la terapia con antimicrobianos en cquinos son
extrapoladas a partir de otras especies (53, 79, 130, 133, 137, 162).Oxitetraciclina
(5 - 10 mg/kg de peso), estreptomicina (10 - 20 mg/kg de peso) y penicilina

(20,000 a 30, 000 U l/kg de peso) son tratamientos recomendados por un periodo

de por lo menos 2 semanas (11, 20, 30, 38).
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La penicilina G potisica (20 millones de Ul, I'V cada 6 hrs) ha sido usado

en yeguas gestantes con titulos de anticuerpos contra leptospira, con una

avanzada gestacion, naciendo de cllas potros sanos (12).
El dcido clavulanico- ticarcilina (40 mg/Kg de peso 1V cada 8 hrs.) ha sido
usado con éxito cn el tratamiento de leptospirosis renal en equinos (39).

Para el tratamiento de uveitis recurrente (URE) se usan los corticosteroides,
administrados en forma tépica, subconjuntival o sistémica (119).

La administraciéon de 10 a 40 mg de acetato de metilprednisolona, en un
volumen de 0.5 a 1.0 ml, durante 4 scmanas, da resultados de corta duracién (24 a
48 hrs.). la inyecccidon subconjuntival de triamcilona, 3 a 6 mg en un volumen de
0.5 a 1.0 ml, otorga un cfecto intermedio {3 a 7 dias) pero se ha reportado como
causa de laminitis (119).

En el caso de uveitis severa, se pucde administrar dexametasona (20 mg
IM, 2 veces al dia) por 5 dias (119). Debido a los efectos colaterales que producen
(ulceras corneales y queratitis micotica equina), ¢l uso de corcosteroides es
limitado (1, 62, 104).

En el caso de uvceitis leves o moderadas, el uso de agentes antiinflamatorios

tratamiento de URE, como la ftenilbutazona

no esteroides son Utiles en el

administrada oral o intravenosa a una dosis de 1 - 4 gr /equino/ dia (62).
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£l meglumina de flunixin cs de eleccién para el tratamicnto de uveitis

moderada a severa de 0.25 - Img/kg oral, I'V, IM; esta administracién varia con
base en la respuesta clinica o experiencia del clinico; Schwink (1994),

recomienda 0.25 mg/Kg 1V 2 veces al dia durante 3 a 7 dias. El meglumina de

Flunixin ha sido usado subconjuntivalmente pero esta ruta no es generalmente

recomendable, porque e¢s irritante (29).

Se ha utilizado la aspirina (15 mg/kg 2 veces al dia, oral) en el caso de

Los posibles cfectos colaterales de las  drogas

uveitis recurrente cronica.

antiprostaglandinicas incluyen ulceras gastricas y posible disfuncion renal (119).

tratado con agentes midriaticos y

Cada caballo con uveitis debe ser

ciclopléjicos parasimpaticoliticos; para aliviar el dolor que causa los espasmos
musculares det iris y cuerpo ciliar, asi como disminuir el contacto iris-cristalino,
minimizando ¢l riesgo de seclusion pupilar por una sinequia posterior; también

reducir la congestion, provocando una disminucion en la salida de proteinas y

células de la vasculatura del iris, observandose escasa turbidez del humor acuoso

(104, 105).
La midriasis tunbién permite mejorar la vision durante el episodio de

uveitis, por lo que se indica fa administracion topica de atropina al 1 a 4 % en

solucion o ungiicnto, la frecuencia en la administracion varia de acuerdo a la
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severidad del caso ; para lograr una midriasis moderada y mantencr esté estado, se
sugiere la administracién dc atropina tépica (1 - 3 2%6), cada 6 hrs, hasta que
ocurra la midriasis. Una vez sucedido esto, la midriasis se pucde mantcener
mediante una administracién menos frecuente, por ejemplo cada 12 hrs (102,
125).

El tracto uveal inflamado es muy resistente a los efectos de Ja atropina; si la

midriasis es lenta o incompleta se puede administrar clorhidrato de fenilefrina al

10% o dar una combinacioén de metilescopolamina-fenilefrina (88, 119).

CONTROL.
Dcbido a la susceptibilidad de leptospira a la desecacion, a la variacion del
pH y otros factores medio ambientales, la leptospirosis deberia ser una
.
enfermedad facil de controlar o erradicar, sin embargo su control es dificil (89).
Ocurren infecciones cruzadas entre diferentes especies animales, o bién
estos animales sufrieron leptospirosis y son sélo inmunes a la cepa que produjo la
infeccioén siendo suseptibies a otras cepas no relacionadas antigénicamente.
Otra de las causas son las infecciones subclinicas, que son manifestacioncs

de leptospirosis que en la mayoria de los casos pasan inadvertidas y que tienden a

la cronicidad pudiendo prolongar ¢! estado de portador por mas tiempo. Por esta
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razén se debe realizar pruebas scrologicas regularmente en busca de nuevas

infecciones, asi como tratar a los animales con infeccién clinica mediante el uso

de antimicrobianos, ademas del aislamiento del animal infectado. Es muy

importante controlar las fuentes de infeccién como son el agua estancada, el
contacto con excretas de otras especies animales y el combate de los roedores (3,
11,37.59).

La vacunacién es un método cfectivo para controlar la leptospirosis. Esta se
deberia realizar anualmente ¢n explotaciones intensivas o cada 4 o 6 meses en
explotaciones extensivas dependiendo del grado de exposicion (64, 65, 72).

El control de la leptospirosis en otras especies ha sido efectivo debido al
uso de vacunas multivalentes, no s¢ han aprobado vacunas en equinos; segtin
Bernad (1993), ¢l uso de vacunas de bovinos en equinos puede resultar en una
reaccion anafilictica, debido a la presencia de albumina sérica bovina (ASB),
presente en las vacunas (1 1).

Una alternativa para la prevencion ha sido el desarrollo de vacunas con
ingenieria genética, ofrectendo vacunas especificas. inocuas y eficaces (14, 152).
Estas nucvas vacunas ofrecen niveles de anticuerpos altos, para todas las

edades, ademas de permitirnos diferenciar entre animales vacunados ¢ infectados
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naturalmente. Esta nueva tecnologia puede ser aplicada a otras enfermedades

como es el caso de la leptospirosis.




HIPOTESIS

La presentacion de casos de uveitis recurrente asi como nefritis intersticial,
en cquinos dedicados a la produccién de sucros hiperinmunes puede asociarse a la

presencia de anticuerpos aglutinantes antileptospira.

OBJETIVOS

Evaluar la seroprevalencia de leptospira en una poblacién de 106 equinos
de la Seccion Veterinaria del Instituto Nacional de Higiene (I.N.H.), ubicadas en
Tecimac, Edo. de México, dedicados a la produccion de sueros hiperinmunes.

Reclacionar las posibles lesiones renales, hepiticas u oculares con los titulos

observados en la AM.
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MATERIAL Y METODOS

Se sangraron 106 equinos de la Seccidén Veterinaria del LLN.H., utilizados
para la produccién de sueros hiperinmunes contra: veneno de alacran
(Centurcides), virus rdbico, toxina tétanica, toxina diftérica y veneno de
serpientes (cascabel y nauyaca); los animales fucron procedente del criadero 2 de
la Secretaria de la Defensa Nacional, del Edo. de Chihuahua y del agrupamiento
de caballos de la Secretaria de Seguridad Pablica del D.F.

l.a coleccion de sueros fue lotificada de acuerdo a los grupos de
tnmunizacidn preestablecidos y se considerd como grupo control animales no
inmunizados, la mayoria burros.

Se¢ colectaron 8 ml de sangre sin anticoagulante que posteriormente se

enviaron en refrigeracion al laboratorio de Microbiologia ¢ Inmunologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, donde los tubos
fueron centrifugados a 2500 r.p.m. durante 5 min. recolectindose ¢l suero en
tubos estériles para su conservacion en congelacion hasta su uso.

Se wsaron 19 antigenos de 4 a 7 dias de desarrollo en medio liquido de

Stuart para la prueba de aglutinaciéon microscépica, diluyendo en solucién

amortiguadora de fosfatos (SAF), a contener aproximadamente de 100 a 200
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microorganismos por campo (100 X). La prueba de aglutinaciéon microscopica se

realizd segin describe Myers (105).

Los sucros fucron descongelados a temperatura ambiente ¢ inactivados en

bafo Maria a 56°C, durante 30 min., s¢ prepararon diluciones 1: 25 mezclando en
un tubo de ensayo 0.2 ml de suero con 4.8 ml de SAF, (pH 7.2 a 7.4). LLa pruecba

se desarrollé en microplacas de 96 pozos de fondo plano colocando 0.05 m! de la

dilucion a cada uno de 20 pozos y se les agregd 0.05 ml del antigeno

correspondiente, con lo que se obtuvo una dilucion inicial de 1:50. Un pozo se
utilizé como control mezclando 0.05 mi de antigeno y 0.05 m! de SAF. Las
scrovariedades utilizadas se enlistan en la Tabla 2. Hecha 1a mezcla las placas se
incubaron durante 2 hrs. a temperatura ambiente y las aglutinaciones se leyeron
en el microscopio de campo obscuro con el objetivo 10X corto' y un condensador
de campo obscuro seco?, en un microscopio Zeiss West Germany 473415,
La interpretacion de la aglutinacion de cada antigeno con ¢l pozo control se hizo
segun describe Myers (105).

Negativo: sin aglutinacion e idéntico al pozo control.

1+: aglutinacién con 75% de células libres.

2+: aglutinacion con 50% de células libres.

(1) 160/-L.10/0.22 P UTI 6/0.34 Leitz Wezlar Germany 559121,
(2) $66300- 9901 (0.85/0.9), Carl Zciss.
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3+: aglutinacidn con 25% de células libres.

4+: aglutinacidn con Q- 25% de células libres.
Se seleccionaron todos los sueros positivos a 2+ o mis, haciendo diluciones

dobles de la difucion original hasta la dilucion l: 6400 y se determind el titulo,
sueros que alcanzaron 1:6400 fueron subsecuentemente analizados @ una mayor

dilucion. Se consideraron positivos sueros con reacciones a partir de la dilucion

1: 100.

PRUEBAS DE INMUNODIFUSION.

Para verificar si hubo una reaccion cruzada entre los antigenos que se
ocupan para la produccion de sucros hiperinmunes y fas leptospiras; se utilizaron

pruebas de inmunoditusion entrentandolos a sueros con titulos de |2 100 o mayor.

PREPAR ACION DEL ANTIGENQ SOLUBLE DE LEPTOSPIRA.

Se inocujaron 3 tubos de 5 ml de medio Stuart con 0.3 m! de cuitivos de

leptospiras de 5- 7 dias, usando las serovariedades cuyos titulos de anticuerpos

alcanzaron 1I: 400 o superiores: awsoralis, autuneialis, ballurm,  bratvislava,
celiedoni, cynopteri, hebdomadis,  icterohacmorrhagiae.  paicdian,  pomorna,

pyrogenes, wollfii, v tarassovi.
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TABLA 2. Lista de scrovariedades de Leprtospira spp. patégenns utilizadas
como antigenos para Ia prucbha de aglutinaciéon microscaopica.

Serovaricdad Cepa Serogrupo Num { Espccie
australis Ballico Australis [ L. interrogans
bratislava Jez-Betislava { Australis i L. interrogans
autumnalis Akiyami-A Autumnalis 2 L.borgpeterseni
casrellonis Castellon-3 Ballum 3 L. interrogans
baraviae Van-Ticnen Bataviac 3 L. interrogans
paidjarn Paidjan Bataviac 4 L. interrogans
canicola Hond-Utrecht | Canicola L. interrograns
IV
celledorni Celledoni Celledoni 6 L. wedl:
cynopteri 3522C Cynopteri 7 L. kirshnerd
gripponvphosa Moskva V Grippotyphosa B L. interrogans
hebdomadis FHebdomadis Hebdomadis 10 L. interrogans
icterolicaemorricasicie RGA Icterohacmorrthagine []] L interrogans
pomona Pomona Pomona 18 L. interrogans
pyrogencs Sualmem Pyrogenes 19 L. interrosrans
frardjo Hardjo- Sejroe 22 L arnrerrogens
prajitno
sejroc N -84 Scjroe 22 L. trrterrogerns
wolflfi 3705 Scjroe 22 L. intcrrogans
soweapizak Sewajizak Nini 16 L. interrogans
STwWajizak Orepron Mini 16 L. sarntarosai
tarasiovt Perepelitsin Tarassovi 24 L. borgpetersenii

Obtenidas del Centro Panamericano de Zoonesis Bs.Arg.
Clasificacion actualizada del Instituto Pasteur:
hup//wwiw pasteur fr/Bio/Leptospira/interrogs

15 himl
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Los cultivos se centrifugaron a 15, 000 x g por 15 min', al scdimento sc le
agregaron 5 mi de SAF, se lavaron y centrifugaron nuevamente. El sedimento fue
resuspendido en 1.5 mi de agua destilada estéril (pH 7) y con la finalidad de
romper las células, estas se congelaron a -62° C por 2 hrs. y se descongelaron a
temperatura ambiente por 8 veces, sometiéndolas posteriormente a vibracién
sénica® con una fuerza de 40 y tono de 4 por 10 min. Se examinaron por
microscopia de campo obscuro asegurindose de la completa desintegracidén y se

cuantificé ¢l contenido de proteinas por ¢l método Biurer (52).

INMUNODIFUSION DOBLE (IDD),
Técnica simple también llamada analisis de Ouchterlony o difusién doble
en agar; se basa en el principio de que el antigeno y el anticuerpo se difunde en
forma radial a través de un medio semisolido y forman precipitados de complejos
inmunes al alcanzar una concentracion equivalente siendo analizados visualmente
(78, 112, 139). ldentifica sistemas antigeno-uanticuerpo maltiples, establece la
posible relacion inmunoldgica entre 2 antigenos y hace estimaciones sobre la

pureza del anticuerpo (58, 112, 123).

1 BECKMAN Modecl 12-21: centrifuge.
2 BRONWILL BIOSONIC: Power (40), Tune (3-4).
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Se preparé el agar noble al 1% (Apéndice I), disolviendo en 100 ml de agua
bidestilada, se calento la solucién, hasta observar ¢l color del medio transparente,
se vacid en cajas de Petri con 0.5 mm de espesor; ya solidificado se perforaron los
pozos en el agar con un sacabocados, se scllaron con una gota de agar caliente
hasta la mitad para cvitar la comunicacién entre los pozos.

En el pozo central se agregd sucro sin diluir y en los pozos periféricos, los
diferentes antigenos en ¢l estudio (Tabla 3) y antigeno soluble de leptospiras; sc
incubd a temperatura ambiente y después de las 72 hrs. se lavaron con SSF para

posteriormente hacer las lecturas correspondicentes.

Técnica también conocida como inmunoclectroforesis por contracorriente,
electroprecipitacion, electrosineresis, inmunoforesis y clectroinmunodifusién
unidimensional doble, permite que ¢l antigeno y el anticuerpo migren libremente
¥ precipiten al ponerse en contacto. La probabilidad de que ambos migren
simultineamente y en sentido contrario, es mediante la aplicacion de un campo
eléctrico, apareciendo en forma rapida las bandas de precipitacion (32, 52, 139).
Los antigenos y sus anticuerpos se¢ colocan cada uno en pozos perforados cn la
agarosa, son cntonces sometidos a la accion de un campo eléctrico en una

solucién bufter con un phi de 8.2-8.6 (32, 52, 139).
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En estas condiciones, la mayoria de los anticuerpos no tienen carga neta,
por o que no se desplazan bajo la influencia del campo celéctrico, sin embargo
pucden ser arrastrados por reoforesis (78, 139). Esta se refiere al movimiento de

los iones que se produce cuando en {a agarosa se aplica un campo eléctrico, bajo

condiciones de pH 8.2-8.6. Los cationes libres del sistema migran hacia el
carentes dec  carga

electrodo negative arrastrando a las macromoldéculas

(anticuerpos). Los antigenos con carga negativa, smigran hacia ¢l electrodo con
forman las bandas de

carga positiva y al encontrarse con sus anticuerpos,

precipitacion; este mdfodo es aplicable pora antigenos con cargas negativas a
valores de pH entre 8.0- 8.8, (52, 58, 73).

Se preparo agarosa con SAF-TRIS - dcido acético al 0.3% (Apdéndice 1),
calentando hasta observar la solucion transparente. Posteriormente se virtieron 4
m! en un portaobjetos, se dejo enfriar y se perforaron 2 filas de pozos, en los que
se agregaron sueros en la fila izquierda y en Ia derecha los antigenos respectivos
(Tabla 3), o leptospiras. Se colocd ¢l portaobjetos en la camara de electroforesis,
quedando el pozo con ef antigeno del lado cercano al polo negativo y el pozo con

suero del jado cercano al polo positivo. Se prepard la cimara htimeda' con SAF-

Tris dcido-acético, se puso un trozo de tela absorbente en cada lado del
portaobjectos, de tal manera que Ias partes laterales quedaran sumergidas en la



solucidén (157). Se tapd la camara de clectroforesis y se conectd a la fuente del
poder aplicando 400 milivolts por 30 min. de prerecorrido para el suero y
transcurrido el tiempo, sc caloco el antigeno dejando correr | V: hrs. con el mismo
voltaje. Se observaron las lineas de precipitacion y posteriormente se sumergio en

SSF y se realizd la lectura correspondiente despuds de las 24 hrs.

TABLA 3. Antigenos usados para la obtencion de sueros
hiperinmuneces
- Toxoide tetanico: 23 L/ ml en S8V

- Toxoide diftérico: 2, 000 Lt /m] cn solucion de cloruro de calcio
0.5%

- Viperino: 8/16 DL/m} vencenos de vibora Ca

abel/Nauyaca
(Crotalus baciliscus/ Bothrops aspers).

- Alacran: véncno de alacran ( Centwrordes spp )50 DL /mil en
solucion de hidroxido de aluminio al 0.3% en SS§.

- Rabia I, 11: Vacuna claborada por la Secretaria de Salud (tejido
nervioso de raton lactante intectado con 3 cepas de virus rabico
(CVS ccpa Pasteur, 52/123 aislada de cerebro canino y 91/122
aislada de cerebro humano) 107 particulas /ml! inactivados con luz
ultravioleta 0.025 timcrosal ml, 0.0001 Fenol en solucion acuosa /

ml)
- Rabiffa 111, IV: Virus rabico cepa PV. 11- PM (ongen Pasteur),
cultivado en linea  celular estable y (NIL- 2) inactivado con

betapropiolactona con 107 particulas /ml.
prop P

S$.8.F.= Solucion salina tisiologica
Lt = Unidades Leofiliz
DI, 4,7 Dosis letal 50 24
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INMUNIZACION EN CONEIOS.

Con el fin de descartar reacciones cruzadas, s¢ inocularon también 5
conejos con los antigenos utilizados para inmunizar a los equinos (Tabla 3). Al
inicio de la prueba se sangraron para detectar anticuerpos especificos contra
leptospiras. Los antigenos se inocularon en dosis de 0.5 ml por via subcutanea
cada 7 dias por un lapso de un mes. Después de 4 dias de la altima inmunizacién,
se tomaron muestras de sangre sin anticoagulante para desafiar estos sueros

contra leptospiras por AM (106).

LESIONES EN LOS EQUINOS,

Necropsias de los equinos muertos durante un periodo de 1 afio posterior a
1a colecta inicial de sueros, fueron realizadas por el Centro Nacional de Servicios
de Diagndstico en Salud Animal SARH, Tecamac, Edo. de México, y las lesiones

observadas fueron correlacionadas con los resultados de AM.

1 Camara Hameda GELMAN-Instrument company Ann Asbor Michigan.
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RESULTADOS
La prueba de AM detecté anticuerpos contra leptospira en 83.9% de los

equinos muestreados (89 de 106); resultando seropositivos (= 1: 100) por lo

menos a una serovariedad (Tabla 4).

frecucncia se dctectaron fueron:

Las serovariedades que con mis
autumnalis (33%), australis (28.3%). pomona (24.5%), icterohaemorrhagiae
(23.5%), hardjo (19.8%%), pyrogenes (17.9%) y bratislava (16.9%) ( Tabla 5 ).

Con respecto a las serovariedades con titulos mas altos con 1: 6400

i (2.8 %); con titulos de 1: 3200

encontramos: aufr lis, pyrogenes y cynoy

australis, celledoni, szwajizak e icterohacmorrhagriae (9.4 %).
2 o mas serovaricdades y uno

Suecros de 62 cquinos resultaron positivos a
de ellos reacciona hasta contra 10 serovariedades { Apendice I ).

Después de la extraccion protcica de los cultivos de leptospiras, se
obtuvieron de 0.2 a 0.5 mg/m! de proteina segin el método de Biuret.

Con respecto a los resultados obtenidos en las pruebas de IDD y CIEF, los
antisueros de los equinos inmunizados contra difteria, alacrin, viperino y tétanos,
dieron lineas muy densas de precipitacion estrecha en ambas pruebas sélo con sus

antigenos homdlogos pues fueron negativos contra rabia y leptospiras. Sélo hubo

un caso e¢n 1DD en el cual se observé una reaccion de identidad total para el suero
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del equino 545 entre rmabia Il, 1V-pomona. (Figura 2). En las demas
serovariedades de leptospiras no se encontraron lineas de precipitacién en IDD.

En el caso de los sueros de conecjos obtenidos antes y después de su
calendario de inmunizacion, en las prucbas de AM, no se encontraron reacciones
positivas en las diluciones 1:50, contra ninguna de las 14 serovaricdades
probadas. En la IDD, contra los antigenos utilizados para inmunizar a los equinos,
si se encontraron lincas de precipitacién en estos conejos.

Después de 12 meses de sangrado inicial 59 equinos murieron 55.6% a
consecuencia de lesiones diversas entre las que destacan hepatopatias,
nefropatias, enteritis hemorrnigicas y congestién pulmonar ( Tabla 7 ). El grupo
difteria mostré un mayor porcentaje de mortalidad con 66.6 %, seguido por los
grupos viperinos 64.5 %, tétanos 60.8 %, Alacrin 55.5 %, rabia 47.6 % y en el
grupo control ¢l 50 % ( Tabla 7 ); solo un equino mostrd uveitis recurrente en ¢l
mismo periodo.

Se encontraron 9 de los 59 animales con lesiones posibles de leptospirosis y
con titulos de anticuerpos = 1: 400 en la AM ( 15.2%); 12 animales mas (20.3%6)
mostrarén titulos de anticuerpos similares pero no se tiene una relacion de
lesiones dado que a la necropsia se observaron avanzados cambios post-mortem o

bién no se realizoé la necropsia.
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Entre los animales con titulos de anticuerpos inferiores a 1:400, 14 de cllos
(23.7%) mostraron alguna lesién coincidente con leptospirosis y de 24 equinos

mas (40.6%) no se obtuvo reporte de lesiones por las razones anteriormente

expuestas.

Tabla 4. Animales positivos en Ia prueba de agluti ion micr O (n = 106)

» piras.
Titulo de anticuerpos. Num. de animales. %%
1: 100 89 83.9
1: 200 67 63.2
1: 400 48 45.2
1: 800 22 20.7
1:1600 14 13.2
1:3200 10 2.4
1:6400 3 2.8

Tabla 6. Serovaricdades con titulos mas altos

1: 6400 qurumnalis
pyrogenes
cyrnopteri

1: 3200 awusiralis
celledoni
sxwajizak
icterohaemorrhagiae

<3




Figura 2. Reaccion de identidad total para el suero del equino 545 entre rabin

HLIV-pomona.
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Tabla 5. Nimero de recciones positivas de AM detectadas en cada grupo contra las diferentes serovariedades.

GRUPO Alacrin  |Diftéria  |Rabia Tétanos  |Viperino  |Control  |Totales
#animales, 9 12 2 pi} 35 6 106
Positivos 8(88.8%) |10(83.3%) [16(76.1%) |[18(78.2%) |32(91.4%) |5 (83.3%) |89(83.9%)
australis 2(20.2%) (2(16.6%) [10(47.6%) |1 (4.3%) |15 (42.8%) |0 30(28.3%)
autumnalis. 3(333%) 5(41.6%) {2 (9.5%) (9 (39.1%) {13 (37.1%) (3 (50%) (35 (33%)
ballum 3(33.3%) [2(16.6%) |0 6 (26%) |4 (11.4%) [2 (33.3%) |17 (16%)
bataviae 2(22.2%) |0 1 (47%) 12 (8.6%) (4 (114%) [4 (66.6%) [13(12.2%)
bratislava 2(222%) 12(16.6%) 15 (23.8%) |5 (21.7%) (4 (11.4%) |0 18 (16.9%)
canicolu 0 I (83%) |0 0 0 0 1 (94%)
celledoni 0 0 2 (95%) 13 (13%) |0 1 (166%) |6 (56%)
cynoplert T(111%) |1 (8.3%) {6 (285%) (2 (86%) (1 (2.8%) |0 11(10.3%)
grippotyphosa. |0 1 (83%) |0 0 1 (2.8%) 30 2 (1.8%)
hardjo 2(22.2%) |6 (50%) |0 5 (21.7%) |8 (22.8%) [0 21 (19.8%)
hebdomadis 0 1 (83%) {1 (47%) |0 1 (28%) 10 3 (2.8%)
icterohaemorrha. {2(22.2%)  |2(16.6%) |6 (28.5%) |2 (8.6%) [12 (34.2%) {2 (33.3%) |25(23.5%)
paidjan F(I11%) |0 I (47%) |0 I (28%) |0 3 (2.8%)
pomona 6(60.6%) {1 (83%) {2 (9.5%) (6 (26%) |Il (3L.4%) |0 26 (24.5%)
Dyrogencs 0 3066%) 14 (15%) |7 G0%%) |6 (17.1%) |0 19(17.9%)
sejroe 0 0 0 0 I (2.8%) |0 1 (94%)
sowajizak 0 ¢ 3(142%) 13 (13%) |1 (2.8%) {0 T (6.6%)
wolffi 0 1 (83%) |0 0 2 (5.7%) [0 3 (28%)
tarassovi 0 0 I (3.7%) |0 2 (57%) |0 3 (28%)




Tabla 7. Resultados de las necropsias y estudios histopatolégicos de algunos de los animales que murieron en ef
periode de 12 meses posteriores al sangrade inicial.

TABLA 7. GRUPO: ALACRAN

n=y  Mortalidad 55.5%

i [Nectapsia Histopatalogia AM
36 |SiD S/D 1: 100 pomona
84 IS SiD 1: 100 bratislava
101 Congestion pulmonar unilaterst apudaS/D 11 Y00 pomona
severa 1: 200 qustralis
autumnalis
518 $/D Nelntis  supurativa, embélica con
abundantes bactenias y necrosis focal. | 1: 400 balfum.
Hepatitis supurativa portal leve.
Congestion pulmonar.
5 5/D SiD

V:Y00icterohaemorrhogiae.
1: 200 paidyan
pomona
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{TABLA 7. GRUPQ. DIFTERIA 0= {1 Mortalided 666%

antertal de 1os vasos esplécnicos, enterifis
catarral moderado, tiflitis catarral leve
hidratorax ¥ nefropatias
§3d [ Caleulos de pelvis tenal, enteritis
t ihxm\»mg\ua severa y uroliiasis severa
35 1800

hepatica centrolobulitlar severa difusa,
glomurulonefritis proliferativa, nefitis
intersticial v bronconeumonta severa difusa.
Fibrosis teral szvera, infiltracion de células
motonucleares 3 glomenyloesclerosis severa,
Nefritis tntersticial o supurativa focal, 1. 50 qutumnalis, batavige, cynapteri
autolisis severadel higado v metamorfosis | Aratislava, Bardio, pomona, pyrogenes
grasa centrolobulillar , miosiis hemonigica |tarassont

¥ autolisis intestingl

333 {Bronconcumanta 40%¢ , aneunisma venasa
1:200 hardjo

1 TNecropsia {Histopatalogia 1AM
3’6 Cambios post-mortem. SiD 1 200 ballum, hardjo
1 400 qutumnalis
Fisula perineal, Hepatomegalia Congestian pulmonar y hepatitis portal 1: 200 autumnalis
congestive, emaciacion ¢ hipertefia supurativa feve.
cardiaca excentrica.

2% 18D \: 50 qustralis, autumnalis, batavice,
beatislava, cynapteri, hardjo, pomona,
tarassovi

‘530 Hidrotdrax, edema pulinonar, ‘anauus portal no supurativa severa y 1:100 grippotyphosa
\hidwmimdio, hepatitis y nefropatias. | metamorfosis grasa centrolobuliltar, pleuritis 11: 400 hardjo

t ihbrmusa teve y nefritss infersticial leve. 1: 800 wolffi

331 tEsplecnomegalia maderada, Higado con espacius portales y con 1100 qustrohs, autumnalis
hepatomegatia moderada v trombosts abundantes ¢élulas mononucleares y 12200 hardjo,

‘ \ hépatica severa \ fimorfonucleares \ \

Lencoencefatomatasta focal, esteatosis \\ 100 autumnalis

1: 100autumnalis
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TABLA 7.GRUPO: RABIA  n=21  Mortalidad 47.6%

# Necropsia Histopatelogia AM

76 Glomeruloneiritis generalizada, S/D 1: 50 autumnalis, icterohaemcrrhagiae

tromboembolismo pulmonar mesentérico.

39 48D SiD 1: 800 qustralis
1:3200 cynopteri

S40 | Ascitis, pleuntis fibrinosa moderada, Nefritis intersticial no supurativa focal | 1: 200 bratislava.

pericarditis fibrinosa leve, entenitis crénica con fibrosis ¢ infartos y enteritis | 1: 1600 australis
catwral muhifocal, tiflitis catamal severa, (hemordgica severa.

colitis catarral multifocal e infartos

renales.

s [S/D $/D 1: 100 bratislava
1: 800 icterohaemorrhagiae
11600 autumnahis

42 |8/D S/D 1: 3200 cynopteri

543 {Hepatopatias v trombosis hepaticalese, | Leuceencefalomalasia 1: 800 hardjo

nefropatia degenerativa, edema pulmonar 1: 6400 cynapreri
enun $0° v colitis catarral moderada,

544 [ Encéfalo con hemorrapias subdural y S 1. 50 australis y hardjo

epidural ¥ cambios post-mortem.

6 {S/D SiD 150 qustralis, autumnalis,
grippo phosa, kardjo
wcterokaemorhagiae,
prrogencs y larassovt

S47 |Encefdlomalasia, tiflitis ¥ colitis Meningoencelatitis no supurativa severa 12 50 australis, bratislava,

hemorrdyica, multiples hemorragiasen  eon edema perivascular icterohaemorrhagiae,
corteza fenal, enteritis catarral difusa y prrogenes y tarassovi
trombosts hepitica Jeve.

M8 |S/D S/D

1100 icterohaemorrhagiae




TABLA7.GRUPO: TETANOS =23 Mortalidad 60.8%

4 |Necropsia Histopatologia AM
301 {Trombo en vena cava posterior, infartos renales  { Neftitis intersticial leve 1:100 celledoni y pomona
multifocales, trombo en pulman [6bulo céfalico 1. 200 qutumnalis
tzquierdo, colitis hemorrdgica multifocal, nuasis
wastnica moderadd (Gasterophilus spp ) v tiflitis
hememagica
302 18D SiD 1:100 hardjo
03| Trombosts en higado, infartos renales mltiples, | Infarto renal 1:50 autumnalis, hardjo, bratislava
tifiitis hemorraica, nectosis foval en pulmon y yeelledom
mtasis pastrica moderada
305 | Gastritis hemorragica, miasis gastnica, — entenius S/D 1100 pomona y pyrogenes
catarmal, tfhtis Femorragica marcada y colits
hemorrdgica multifocal
304 {Esplecnomepalia, hepatomegalia v congestion 1§D 1:50 hardjo y pyrogencs
pulmaenar
308 184D §:D 1100 ballum, batavize hardjo ¢
icierohaemorrhagiae
1:200 pyrogenes
1:800 gutumnalis
509 |S/D S/D 1:100 australis, celledoni, hardjo e
icterohaemorrhagiae
1: 200 ballum y pomona
1:400 brarislava
510 {S/D S/D 1: 100 autunmalis
1:260 bataviae
1:800 pomorat
13200 pyrogenes
511 18/D $ID 1:200 bratislava
1400 ballum
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Tabla 7. GRUPQ TETANGS
{Continuacion)
$12.48/D SID 1:100 szwajizak
4200 cynopter, hardjo, pomona
1400 aqutumnalis y bollum,
314 | Avanzados cambios post-morterm, gastatis, §/D 1:200 autumnalis
enteritis y tiflitis hemorrdgicas severa, 1:400 grippotyphosa
nefropatias ¢ infartos renales. 1:800 bratislava
H3 480D S b 12 400 pyrogenes
T [Anemia aguda, choque hipovoiémico por $:D 1: 200 bratislava
desangrado
137 T Hemoraga multifocal en corteza tenal,

bronconeumonia en un 40 % v congestion
pulmona

Hepatitis difusa supurativa, edema y
congestion pulmonar severa

1:400 autumnalis

lTABL.-\ TGRUPOVIPERING  n=3

3 Mortalidad 64.5%

5 | Necpsia [Histopatologia TaM
4\ [Cambios past-mortem 1100 autumnalis, batavige
1:800 pomona
TV [Ententis catamal, flts catamal con{S°D 1100 autumnalis, branistovay
peteguias, ascariasis leve, hepalopatias, prrogenes
nelrepalias v congestian pulmonar 39 % U200 wastralis, bataviae y hardjo
9 (Hepattss  con  fibrosis  difisa.| Trombosts en la submucosa intestinal, \ 100 australis, grippotyphosa, y hardjo
pastroenteritis ¥ tfhius hemorragica severa ) hepatitis supurativa con fibrosis portal eve
¥ coiitis hememragica difusa ¢ hiperplasa de conductos bihares v
congestion renal
16A {S/D

1:100 australis, bataviae y hardjo
1:200 uutumnalis, ballum y brotislava
1:400 pamona

i




Tabla 7. GRUPO VIPERINO (Continuacion)
92 |Nefritis  supurativa  embolica con|$/D 1:\80autumnalis, grippotyphosa y hardjo
abundantes bacterias v necrosis focal,
hepatitis  supurativa  portal Jeve vy
congestién pulmonar
109 | Trombosis putmonar S/D 1:50australis, cynopleri,
grippotyphosa e icterohaemorragiae.
119 | Cambios post-mortem S/D 1:100 gustralis,
icterohaemorragiae.
124 [Edema moderado en abdomen, congestion{S /D
v antracosis pulmonar, dilatacidn del 1 200 pomona
ventricue  derecho  con  degeneracidn
mucoide de la grasa pericrdica.
degeneracion  mucoide de la grasa
perirrenal v pahidez de ambos rifiones ¥
médula osea congestionada.
349 | Cambios post-mortem S/D 1:10 icterohaemorrhagiae
330 18D S/D 1:100 autumnalis
351 | Enteritis, tflitis y colitis hemorrdgicas | Enteritis necrética moderada con presencia { 1:100 autumnalis y pyrogenes
severas con focos de necrosis y congestion | de numerosos bacilos. En fa submucosa se | 1:400 australis ¢ icterohaemorragioe
pulmenar en 80% observaron algunos trombos bacterianos
352 | Enteritis y tiflitis catarral moderadas, S/D 1:100 autumnalis
colitis catarral leve, nefropatias, 1:200 qustralis
congestion pulmonar y bronconeumonia en 1:400 icterohaemorhagiae
un 30 %
533 |Cambios post-mortem SiD 1: 100 hardjo
355.4S/D S/D 1:50 australis, bratislava,
hardjo ¢ icterohaemorrhagioe
%6 )S/D S/D 1:100 ballum, pomona
L1 ) 1:200 hardjo

2




Tabla 7. GRUPO VIPERINO

(Continuacidn)

358

letericia generalizada, hepatopatias,
hemorragia focal del mivcardio y
nefropatias

Nefritis interstictal difusa moderada con

1100 pyrogenes

presencia de pequedos trombos pequedos {1:200 hardjo

en la zona medular y en higado
metamorfosis grasa moderada difusa.

1:400 icterohaemorrhagiae

559 {Cambios post-mortem SID 1:100 pyrogenes, tarassovi
1:200 qusrralis y hardjo
1:400 autumnalis
1:1600 icterohaemorhagiae
s61 |1S/D S/D 1:100 australis y autumnalis
563 |1S/D N 1:200 qustralis




TABLA 7. GRUPQ ANIMALES NO INMUNIZADOS  n=6  Mortalidad  50%

] [Necropsia Histopatologia AM

CH Distencibn intestinal ~ severa,[S/D

1A distencion de la vejiga urinaria y
itero ocupado por un producto de
gestacidn  de 8 meses
aproximadamente

&Y | Cambios past-mortem i) 1:30 autumnalis y bataviae

1A Trombos maltiples en higado ¥(S/D

puimon. hepatopatias
degenerativas, infartos multiples
tenales, enfisema pulmonar 15%,
endometritis hemorrigica,
xwidosis estomacal v ementis
| hemorrdgica multifocal

1: 50 celledoni, hardjo e
icterohaemorhagiae

|

*S/D: sin datos

D Animates con pasibles lesiones de leptospiras {titulos de anticuerpos > 1: 400)



DISCUSION

Se han realizado diversos exdamenes serolégicos a nivel mundial,
determinando que los niveles de anticuerpos en equinos, han sido adquiridos de
una infeccién natural (11, 122, 141). En México, la vacunaciéon de equinos contra
leptospirosis no se realiza, por lo que asumimos que los anticuerpos detectados
fueron adquiridos por el contacto natural directo o indirecto con el
microorganismo.

Las serovariedades que con mas frecuencia se detectaron fueron:
autumnalis, australis, pomona, icterohaemorrhagiae, hardjo, pyrogenes,
bratislava y batllium (Tabla 4).

Esto concuerda parcialmente con los resultados obtenidos en el trabajo
realizado por Legorreta (1972), quién detecto: pomona, bratislava y borincana
como las de mayor incidencia, ademis de detectar también: baraviae. pyrogenes,
ballum y hardjo (90).

Respecto a las scrovariedades con titulos mas altos encontramos con |1:
6400 autumnalis, cynopreri y pyrogenes (2.8 %); con titulo de 1: 3200: qusrralis,
celledoni, szwajizak, ¢ icterohaemorrhagiae (9.4 %). Estos resulitados contestan

con el hecho de que entre los unimales en estudio sélo se encontré un caso de
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iridociclitis (caballo 32) y sin signos clinicos de lcptospirosis en los demas
equinos.

LLos equinos que mostraron titulos de anticuerpos con mas de 2
serovariedades (Apéndice I1), indica la posible evidencia de infecciones mixtas o
reacciones cruzadas entre diferentes serovariedades. Ancha (1986), menciona que
en los primeros estadios de la infeccion (2 a 3 semanas), el organismo puede
exhibir reacciones cruzadas con diferentes serovariedades de leptospiras, al
extremo de que la reaccién resulta alta con una serovariedad heteréloga que con
la causante de la infeccion. Este fendmeno paraddjico desaparece a medida que la

ndo el verdadero agente ctioldogico a titulos mas

enfermedad progresa, emergi
altos; confusion que se puede aclarar mediante examenes seriados necesitindose a
veces mis de 2 pruebas, separadas por lo menos 15 dias (166).

Estudios scroldgicos han mostrado evidencia de infeccion subclinica por un
amplio rango de serovariedades incluyendo hardjo y tarassovi en Quecsland (83);
mitis, icterohaemorrhagiae y canicola en Victoria (82). Un estudio en Gran
Bretafia, detectd reacciones hacia 14 serogrupos de leptospiras en equinos paravla

exportacion (66).
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La serovariedad brarislava en irlanda (49) y Ontario (84), ha sido

reconocida como de alta prevalencia en equinos, siendo estos hospedadores que

comunmente mantienen a esta scrovariedad (84, 126, 161).
La prevalencia de la serovariedad branslava en este estudio tue de 16.9 %

con titulos desde 1: 100 hasta !: 800, por otro lado, australis fue la segunda

serovariedad mis frecuente con 28.3 %6, Ambuas scrovariedades pertenecen al

serogrupo Australis, y en conjunto representarian ja mayoria de las reacciones

positivas ¢n este estudio (45.2 %), coincidiendo entonces con lo previamente

reportado (83, 89, 126).

L.a mayoria de los equinos que tucron positivos a la serovariedad brarislava
fueron de edades supceriores a <3 afos y no manifestaron signos clinicos. Kitson-

Piggot y cols. (1987). obscrvaron un incremento significativo con la edad con

respecto a la serovariedad branslava; encontrando un 5% en equinos de 3 afos de

edad y 52% cn ¢quinos con 7 afos de edad (84).

En el caso de icterohacmorrhasziac y ballum fueron detectados para estas

serovariedades 23,5y 10%6 de reactores  positivos. Se ha visto que  es
63,0 91), a la

predominante encontrar en I raty (Rarus noversncus) (15,

serovaricdad icterohacmorrhagiae 'y que el portador primario de ballum es el

ratéon (Mus musculus) (65). Esto nos lleva a considerar entonces que las
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reacciones positivas a esas serovariedades posiblemente se deben a la presencia

de roedores, 1o que s un hecho en las condiciones de alojamientos en que sc

cncontraban los equinos en estudio.

Para la scrovariedad pomona se detectaron 24.5 % de seropositivos que
resulta bajo comparandolo con el trabajo realizado por Shimada (1964), quien
detectd que en una poblacian de equinos del DUF | estos mostraron scropositividad

en un 70% a la serovariedad pomaona (131),

Sin embargo. ¢sta serovariedad ha sido reportada en otros estudios como

agente ctioldgico asociado con abortos, retencion placentaria, muerte neonatal

(48. 700

asi como uveitis (66, 134), aparceciendo esta serovariedad como la ias

patogena en ¢l equino (20, 103 A pesar de cllo en ambos estudios los equinos

positivos 4 pomona se encontraban clinicamente sanos.

Se

be que la serovarniedad Aardyo.

>s de distribucion mundial en los
bovinos, siendo causante de retencion placentaria, muerte neonatal ¢ intertilidad

(66, 72, 146). En cste estudio se detecto ef 19.8%  de seropositivos contra hardjo
v de acuerdo con otros estudios en los que se menciona que los equinos que son

usados para trabajar con vacas, ustos pucden sufrir infecciones cruzadas (38, 48,

142), cabe hacer mencion que de los caballos en estudio, procedian de establos
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lecheros (8 animales), y <4 de cllos mostraron titulos desde 1: 50 hasta 1: 200

contra L. hardjo (Apdéndice 1),
v que los equinos

De acuerdo a los datos obtenidos, existe evidencia ¢
otros equinos o

adquieren la infeccion a partir del contacto con Ia orina de
mediante infeccion cruzada con rocdores, vacas, cerdos vy otros animales. Por otro

lado los equinos parcceen ser resistentes hacia Ja entermedad clinica aguda (124,

136).
Se encontrdé un s6lo caso de uaveitis unilateral izquicrda (suero # 32),
200 a la serovariedad rererohieeniorrfasiiac (A péndice T

reportando titulos de I
any la presencia de leptospiras en

Con base en la relacion existente entre La e

liquidos oculares a travds de microscopia de campo obscuro, asi como extensos
estudios realizados en .U v en otras partes del mundo (22, 34, 63, 95, 90), sc
a la

podria concluir que el origen mas comon de LIRS es el que contempla

leptospirosis.
s antisueros de

En cuanto a los resultados obtenidos en Ta IDD s Lo CHEF, Jos

los equinos de los grupos Difteria, Alacrian, Vipernmo v Tétanos dicron lineas muy
claras de precipitacion cstrecha on ambas prochas, Las lineas aparceen juntas unas
a otras e¢n tales reacciones, representando diterentes sistemas antigeno- anticuerpo

y distinguiéndose con tucilidad. Esto pucde ser debido o que los equinos se



someten a protocolos de inmunizacion con antigenos purificados, solubles asi

n de adyuvantes. En contraste los hallazgos de 1DD y CIEF en los

como la adic
antigenos ribicos y leptospirales no fueron consistentes.

Ningun suero mostro identidad en las prucbas 1D o CIEF contra antigenos
leptospirales, quiza debido af mdétodo utilizado pary la extraceion de antigeno que
no contemplo la extraccion de 1LLOS en particular sino de proteinas totales.

El L.OS, como constituvente de la cubterta celular de leptospira, se le ha
considerado como un buen inmunopeno siendo ol dnico antigeno blanco para

plutinantes (2, 75, 110).

anticucrpos opzonisantes v
Por otro lado Nyers observo que en estados de infeccion cronica Ia
deteccion de anticuerpos aglutinantes mediante AN se mantenia mientras que
anticucrpos precipitantes detectables mediante CHEF, se perdia a los 38 dias post-

infeccion (106). Los animuales en estudio pudicron mantener entoncees infecciones

cronicas v que por lo tanto no manitestaron anticuerpos precipitantes en CI

Bl caso de la reaccion de identidad tomd detectada en el suero 545 entre

rabia IV -promona, pudicra deberse o gque afguno de Tos antigenos tenga algin
clemento en coman, reaccionando de esta mancera.

Stites (1983), menciona que en ocasiones s encucntran epitopos idénticos

an relucionados, dando como

o similares en moldéculas gue aparentemente no s
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resultado que los anticuerpos se dirigan hacia el antigeno, reaccionando de esta

manera inesperada con un antigeno no relacionado (139).

Sin embargo no podemos descartar que nuestra extraccion del antigeno
leptospira fué¢ exclusivamente proteina, pues de acuerdo a la téenica usada
posiblemente podemos encontrar ademas lipidos, carbohidratos, ¢te., por lo que se
sugiere perfeccionar la técnica de extraccion, asi como pruebas  especificas que

nos indique que componente de la bacteria es la que esta ocasionando esta
reaccion.
No aobstante ninguno de los sueros positivos a poptona mostro una reaccion

similar (2 de ellos procedentes de equinos inmunizados contra el virus rabico) ni
en DD

ninguno de los sucros antivirus rabico mostrd identidad inmunologica

contra alguna otra scrovaricdad de leptospira.

Cabe hacer mencion que este caso de identidad se observo en particular con

el virus cepa PV-11-PM (Origen Pasteur) (Tabla 3), que al igual que {a bacteria,

no sabemos que parte de la vacuna en general esta causando reaccion, no

significando que el virus como tal sea el que este reaccionando, sino que podria

a diluido el antigeno ¢l que provoque

ser tambidn algdn clemento en el que es

esta reaccion y también lo mas contraproducente sca so6lo un caso ((0.02%6); por lo

que se sugiere volver a evaluar este resultado con otro tipo de pruebas.
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Con respecto a la inmunizacion de los concjos con los antigenos usados
para la producciéon de sueros hiperinmunes en caballos, se desafiaron estos
antisucros contra las leptospiras en la prueba AM y se demostré que no existen
reacciones cruzadas entre estos antigenos y ¢l L.OS de leptospira.

Ninguno de los sucros de conejos inmunizados reacciond contra ninguna
serovariedad con titulos de 1: 50, razon por la cual no fueron enfrentados en IDD
contra antigenos de leptospira.

Los animales en estudio no fueron mucestreados subsecucntemente, sin
embargo las lesiones observadas en la necropsia coinciden con lo reportado para
leptospirosis correspondiendo ademis con titulos de anticuerpos clevados (105,
166).

to fue observado en el 5.2 % de los equinos muertos en un periodo de

12 meses posteriores al sangrado inicial, esto es 9 de 59 cusos mostraron titulos

1: 400 contra leptospira y lesiones de hepatopatias, nefropatias, enteritis

hemorragicas o congestion pulmonar; tambicén en los animales inferiores a 1: 400

en la AN, 14 de ellos (23.796) mostraron  alguna  lesion  coicidente con

leptospirosis (Tabla 7); por lo que se requiere otro tipo de téenicas de laboratorio

para poder contirmar la presencia de la enfermedad.
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CONCLUSION
* De los scrotipos detectados: awrumnalis (33%) es el que se encontré mas

difundido en esta poblacion equina, seguida en orden de imporntancia por australis

(28.3%). pomona (24.5%0). icterohacmorrhagiae (23.59%), hardjo  (19.8%),
pyrogenes (17.9%), bratisliava (16.9°6) y ballum (16%).

*Los equinos c¢n estudio tucron de  sceroprevalencia  alta 83.9% ¢
independientemente de las condiciones de estimulo antigénico a la que son
sometidos, considerando que el grupo control mostro igualmente titulos de hasta

3200 a la scerovariedad celledornr en un animal v 12 800 a las serovariedades

baraviae ¢ icterobaemaorrhaicae en - de o animales (Apéndice 1)

*Los titulos de 11 100 o superiores en una sola muestra frente a uno o mas

antigenos leptospirales, s6lo s una evidencia indicativa de una entermedad

ario examinar por lo

anterior o posible infeccion en curso, por esta razon, €s nece

menos 2 muestras con intervalos de 2 o 3 semanas.

identidad total detectada entre rabia I IV-

*En ¢l caso de la reac
pomona, pudo deberse o que los anticuerpos tengan alpuna afinidad v hayan

reaccionado  con  determinantes  estrechamente  relacionados, por lo que es

necesario ¢l apoyo de otras prucbas como Inimunotransterencia para evaluar este

resultado.
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*No fue posible encontrar relacion entre los titulos de anticuerpos y las
lesiones encontradas ¢n la necropsia e histopatologia: por Jo que se necesitan otro
tipo de pruebas de laboratorio, como tinciones, hibridacion de ADN o PCR; para
confirmar la presencia de la bacteria.

* La presencia de leptospirosis en esta poblacion representa un problema de
salud para el personal que manipula a estos animales; un riesgo de transmision

entre ellos, asi como un tactor importante para la persistencia de la enfermedad en

el medio.

L3 o

necesario el monitoreo serologico potencial de otras  importantes
poblaciones de cquinos. asi como la aplicacion de metodologia tendientes a Ia
deteccion del antigeno en muestras clinicas ( tinciones, cultivo, hibridacion de

ADN y PCR ) que contribuyan a determinar 1o prevalencia de e

entermedad en

los equinos de nuestro pais
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APENDICE L

1.- AGAR PARA PRECIPITACION AL 1%
3 g de agar noble
2.7 gde 2H , BO,

Diluir en H,O bidestilada 300 ml

2.- SAF - TRIS ACIDO ACETICO 3%
600 g TRIS
1000 ml de agua destiolada
Ajustar pH con acido acético glacial al 100% para tener un pH de 8.3

3.- AGAROSA PARA CONTRAINMUNOELECTROFORESIS
0.5 g de asgarosa
Diluir en 40 ml de H2O destilada
SAF 10 ml
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APENDICE 11
Resultados individuales de los sueros de los 106 equinos en Ia prueba de AM.
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Grupo: Rabia n=121
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Grupo: Tétanos n=23
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Grupo: Viperino n =33
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Serovariedades de Leptospira interrogans utilizadas como antigenos para la prueba de aglutinacion microscopica.

1.- australis
2.« bratislava
3.- autumnalis
4.- castellonis
3.- bataviae

6.- paidjan

7. canicola

8.- celledoni

9.- cynapteri

10- gripotyphosa

* Animales procedentes de cstablos lecheros.

I:} Hembras

11~ hebdomadis

12 -icterohaemorhagiae
13.-pomona
4.-pyrogenes
13-hardjo

16.-sejroe
17-wolfft
18.-szwajizak
19.-tarassovi
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