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RESUMEN

GUTIERREZ REYES JOSE ALFREDO. Seroepidemiologia de cinco
agentes zoonéticos que afectan al ganado bovino en explotaciones de
la region Frailesca en el Estado de Chiapas, México. (Dirigida poi' José
Alfonso Barajas Rojas. Coasesores: Zeferino Garcia Vazquez y Joseé

Manuel Berruecos Villalobos).

Se realizé un estudio seroepidemiolégico observacional .transversal de
cinco agentes zoonoticos en bovinos de doble propésito de la regién
Frailesca, Chiapas durante 1996 y 1998. Asimismo se efectué un estudio
prospectivo longitudinal en 35 bovinos muestreados en 1996, 1998 y
1999. Se colectaron 344 muestras séricas previa encuesta en 16
explotaciones en 1996, en 1998, se obtuvieron 294 muestras de 13
ranchos y en 1999 fueron 35 muestras de 7 explotaciones. Se utilizd
ELISA indirecta para el diagndstico seroepidemiologico de Brucella abortus
(B. abortus), Borrelia burgdorferi (B. burgdorferi), Leptospira interrogans
serovar hardjo (L. hardjo) y Mycobacterium bovis (M. bovis). En el caso del
virus de la rabia (RV), el estudio se enfocé a medir la inmunidad de hato
provista por vacunacion. Se realizaron 3365 pruebas seroldgicas en 673
muestras colectadas. Las tasas de seroprevalencia general aparente
fueron: contra L. hardjo, 31.1% en 1996 y 17.0% en 1998, B. burgdorferi,
12.5% en 1996 y 15.6% en 1998, B. abortus 9.3% en 1996 y 9.5% en
1998 y M. bovis 7.3% en 1996 y 5.8% en 1998. Se observé una frecuencia
de animales con % de Elisa > 80 (protegidos), analogo a un titulo de
anticuerpos de 5 UL de 11% en 1996 y 10.5% en 1998. En ninguno de
los ranchos muestreados se encontré al menos 50% de animales
protegidos. Se realizé Ji cuadrada para el analisis estadistico
encontrandose diferencias significativas (P<0.05) en las tasas de
seroprevalencia general de L. hardjo entre 1996 y 1998. Con respecto a la

edad se encontraron diferencias estadisticas (P = 0.033), entre los estratos

VI



de becerros (0-4 meses) y produccion (> 36 meses} para M. bovis en 1998,
y en los estratos de animales en desarrollo (> 4 meses < 36 meses) y
adultos (> 36 meses) para L. hardjo en 1996 y 1998 (P = 0.0093).
Considerando la presencia de gestacion en funcién de la seroprevalencia
se encontraron diferencias estadisticas (P <0.05), entre hembras gestantes
muestreadas en 1996 y 1998 para B. abortus, L. hardjo y M. bovis. El
estudio prospectivo longitudinal mostré incremento de seroprevalencia
contra cuatro agentes confirmando que los becerros son los centinelas de
seroconversion pues cuando fueron creciendo, pudo observarse que en la
etapa de desarrollo se presentaron las mayores variaciones de
seroprevalencia, tendiendo a establecerse en los adultos. Se concluye que
las seroprevalencias de B. abortus, asi como de L. hardjo y M. bovis son
altas en algunas de las explotaciones muestreadas, que representa
informacidén importante para las campanas zoosanitarias y productores
por el impacto sobre las exportaciones y comercializacion de productos de
origen bovino. El hallazgo de evidencia serolégica contra B. burgdorferi, es
trascendente considerando que este agente no se ha reportado en México
y se requiere de estudios confirmatorios en las poblaciones en riesgo. La
baja inmunidad de hato por vacunacidén contra rabia bovina requiere
revisar calendarios de vacunacién en zonas endémicas ante la fuerte
problematica de rabia en la ganaderia chiapaneca. La importancia de este
estudio fue marcar un precedente y realzar la trascendencia de las
acciones de monitoreo y vigilancia epidemiologica para el control de
enfermedades, por ser Chiapas una frontera de entrada de productos
pecuarios a México, y que representan un riesgo zoosanitario v de salud
publica, y un reto ante el auge del comercio internacional en el marco de

la globalizacion.

Palabras Clave: Seroepidemiologia, Zoonosis, Bovinos, Chiapas.




ABSTRACT

GUTIERREZ REYES JOSE ALFREDO. Seroepidemiology of five zoonotic
agents that affects cattle in premises from the Frailesca Region in the
state of Chiapas, Mexico. (Supervised by Jose Alfonso Barajas Rojas,
Zeferino Garcia Vazquez and Jose Manuel Berruecos Viilalobos).

An observational transversal seroepidemiological study was performed of five
zoonotic agents on double-purpose cattle from the Frailesca Region, Chiapas,
south of Mexico during 1996 and 1998. Likewise a longitudinal prospective
study was carried out on 35 bovines in 1996, 1998 and 1999. A total of 344
serum samples were collected during the survey on 16 farms in 1996. In 1998
wefe taken 294 samples on 13 farms, and in 1999 were collected 35 samples of
7 farms. Indirect ELISA was performed for seroepidemiological diagnosis of
Brucella abortus (B. abortus), Borrelia burgdorferi (B. burgdorferi), Leptospira
interrogans serovar hardjo (L. hardjo) and Mycobacterium bovis (M. bovis). In the
case of rabies virus (RV), the study was focused on measuring herd immunity
provided by vaccination. A total of 3365 serological test were done on 673
samples, finding global apparent seroprevalence rates against L. hardjo (31.1%
in 1996 and 17.0% in 1998), B. burgdorferi (12.5% in 1996 and 15.6% in 1998),
B. abortus (9.3% in 1996 and 9.5% in 1998) and M. bovis (7.3% in 1996 and
5.8% in 1998). A frequency of animals with ELISA % > 80 of rabies IgG
(protected), similar to an antibody titer of 5 I.U. was 11% in 1996 and 10.5% in
1998. None of the sampled premises was found with at least 50% of protected
animals. A chi square test for statistical analysis was performed, finding
significant differences (P value < 0.05) between global seroprevalence rates of L.
hardjo in 1996 and 1998. With regard to age, statistical differences were found
among calf’s stratum (0-4 months) and production (> 36 months) for M. bovis in
1998, and in growing animals strata (>4 moths <36 months) and adults (>36

months) for L. hardjo in 1996 and 1998 (P value = 0.005). According to
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prevalence by reproductive status, pregnant animals showed, statistical
differences (P value = 0.03) were found between sampled pregnant cows in 1996
and 1998 for B. abortus, L. hardjo and M. bovis. The longitudinal prospective
study showed an increase in seroprevalence rates against four zoonotic agents
in accordance conforming the young animals as the best centinels for
seroresponse there was observed that the highest variations of seroprevalence
were presented in animals on development stage, with the tendency to settle in
adults. It is concluded that the seroprevalence rates of B. abortus, L. hardjo and
M. bovis are high in some of the sampled farms, this is an important
information for the zoosanitary campaigns and farmers interested in the impact
on import-export of bovine and byproducts. The finding of serological evidence
against B. burgdorferi, is trascendent because this agent never. has been
reported in Mexico, therefore confirmatory studies are required in the
population at risk. The herd immunity against paralytic rabies was low and
require to review the vaccination programs in endemic areas because strong
outbreaks of rabies in Chiapas. The importance of this study was to be a
precedent and to mark the trascendence of monitoring and epidemiological
surveillance, for control of diseases being Chiapas a border at risk due to
import-export of animal products to Mexico; this represents a zoosanitary and
public health hazard, each time greater due to the international trade and

globalization.

Keywords: Seroepidemiology, Zoonosis, Bovine, Chiapas.



SEROEPIDEMIOLOGIA DE CINCO AGENTES ZOONOTICOS QUE
AFECTAN AL GANADO BOVINO EN EXPLOTACIONES DE LA REGION
FRAILESCA EN EL ESTADO DE CHIAPAS, MEXICO.

1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes: En todo momento, cada pais o region es escenario de
padecimientos persistentes o de nuevas incursiones de procesos de
enfermedad: Mientras unas residen permanentemente o emergen
repentinamente en las poblaciones otras, afectan por igual a los animales
domesticados y salvajes asi como al hombre. Algunas acompanan a las
importaciones tanto legales como ilegales; y finalmente estan las que
vigjan con los elementos naturales y que no respetan fronteras. La relacion
entre lo que se describe y lo que realmente ocurre depende de la
infraestructura veterinaria de cada pais. Por ello resulta de gran
importancia el establecimiento de sistemas de prediccion basados en la
epidemiologia y el laboratorio, que permitan prevenir la aparicion de focos
de enfermedades existentes o emergentes. La epidemiologia genera
conocimientos sobre los procesos de enfermedad mediante el estudio de la
frecuencia y distribuciéon de las mismas, logrando de esta manera
dilucidar mecanismos causales, describir la historia natural de una
enfermedad, y caracteristicas locales de las ocurrencias, asi como planear

v administrar los servicios de salud 1.

La atencidén de la agricultura y la ganaderia como principales actividades
del sector primario y base de la economia chiapaneca, juega un papel muy
importante en el desarrollo social, econémico y cultural de la entidad.
Chiapas es un estado que se caracteriza por ser eminentemente

agropecuario y enfrenta grandes retos; entre ellos destacan los aspectos de



salud animal y sus implicaciones en la salud publica. Por esto, todos los
esfuerzos por conocer la magnitud y distribucion de los padecimientos con
el fin de promover estrategias para la resolucion y prevencion de los
mismos, continuaran siendo el camino a seguir por aquellas instancias

involucradas, en el ambito agropecuario.

1.2 Situacion geografica.

El Estado de Chiapas localizado en el sureste de México, se situa en sus
limites extremos al norte a 17° 59’ de latitud, al sur a 14° 32’, al este 90°
22’y al oeste a una longitud de 94° 14°. Sus colindancias son al norte con
los Estados de Veracruz y Tabasco, al sur con el pais de Guatemala y ¢l
Océano Pacifico, al este con Guatemala y al oeste con el Estado de Oaxaca
y nuevamente con el Océano Pacifico. La extension territorial del Estado
representa el 3.7% de la superficie de nuestro pais (Figura 1)
Actualmente, el Estado de Chiapas esta conformado por 112 municipios.
Para fines econdmicos se divide en nueve regiones: Region 1 Centro,
Region 11 Los Altos, Region 11l Frontera, Region IV Frailesca, Region V
Norte, Regién VI Selva, Region VII Sierra, Region VIII Soconusco y Region
IX Istmo - Costa 2:3.

[.a superficie estatal aproximada que ocupa la actividad ganadera es de
2,859,123 hectareas en 84,730 unidades de produccién (27.5%) de las
307,742 existentes. De estas, 1,450,098 hectareas corresponden a
praderas inducidas y 1,408,225 son praderas naturales, por lo que la
superficie dedicada a la ganaderia, representa el 38% de la extension
territorial de Chiapas. El Estado se compone en un 16.9% de pastizales;
las principales especies son los pastos estrella africana (Cynodon
plectostachyus), pangola (Digitaria decumbens), guinea (Panicum
maximum) y sorgo {Sorghum vulgare). Un 15.8% de la superficie se utiliza

en la agricultura, principalmente en cultivo de maiz (Zea mays), [rijol



(Phaseolus vulgaris), platano (Musa paradisiaca), cacao (Theobroma cacao)
y café (Coffea arabica); el 34.6% es de selva, en donde predominan
principalmente el guapaque (Dialium guianese), el capomo u ojoche
(Brosimun alicastrum), la guacima (Guazuma ulmifolia) y el copal (Bumelia
bipinnata);, la superficie de bosque asciende a un 29.1%, manglar 1.7%,

popal 0.4% y otros en un 1.4% 4.

1.3 Ganaderia bovina en el Estado de Chiapas.

De acue.rdo a la informacioén reportada por el Centro de Estadistica
Agropecuaria (CEA} de la S.A.G.A.R. 5, el inventario estatal de ganado
bovino en 1998 fue de 2,534,514 cabezas entre bovinos productores de
carne y doble propdsito y 32,670 bovinos lecheros. En términos generales,
se estima que la poblacion bovina del Estado se compone en un 46% por
hembras mayores de 3 afios, 25.3% son machos y hembras de 1 a 3 anos,
20.9% son machos y hembras menores de un ano y el 7.9% son machos
mayores de 3 anos. El promedio estimado de cabezas por unidad de
produccion asciende a 20 animales 236, La ganaderia bovina presenta un
- excelente potencial para desarrollarse bajo sistemas acordes con su
realidad productiva, siendo el sistema de doble proposito el mas utilizado,
por su amplia capacidad de adaptacién a las diferentes regiones
agroclimaticas, las circunstancias socioeconomicas de los productores y
las condiciones del mercado 24, La cria de bovinos es la actividad
ganadera mas importante en el Estado de Chiapas, y significa el 85.1% del
valor total de la produccién ganadera del Estado ocupando el tercer lugar
a nivel nacional; de hecho, Chiapas ocup6 en 1998 el tercer lugar nacional
por sus existencias en ganado-bovino 3. En 1991 genero el 58.6% del valor
total del subsector pecuario 8. La produccion de carne de bovino se ubico
durante 1997 alrededor de 73,560 toneladas y en cuanto a la produccion

de leche se ha mantenido a un ritmo de crecimiento constante
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aproximado al 6% alcanzandose en 1997, una produccion de 201,649
litros de leche. En 1993, el Producto Interno Bruto de la ganaderia estatal
ascendio a 700,961 (miles de pesos) de un P.L.B. de la ganaderia nacional
de 17,828,586 (miles de pesos), lo cual representé el 3.93% de
participacién nacional;, ademas, se estima que el estado aporta cerca de
200,000 bovinos que van a repasto y finalizacion a los Estados de
Veracruz, Tamaulipas, Nuevo Ledon y Morelos, de los cudles se exporta el
15% a los Estados Unidos de América (en 1997, 162,954 cabezas,
138,480 machos y 24,474 hembras) 3436 A decir del programa de
desarrollo agropecuario 1995 — 2000, lo bovinos del Estado son animales
son muy cotizados debido a sus caracteristicas genéticas (140-160 Kg. al
destete que es de 8 a 10 meses), alcanzan muy buena conversion
alimenticia v rendimiento en canal 6. Adicionalmente, el Estado abastece
de carne de bovino para consumo humano a otras entidades como
QOaxaca, Guerrero y el Distrito Federal, para el ano de 1996, 212,270
cabezas fueron comercializadas hacia fuera del Estado y en 1997 el
numefo de cabezas se incrementd a 252,235 mientras que las cabezas
sacrificadas para consumo estatal fue de 333,420 en 1996 y 367,800 en
1997 23,46

De manera muy importante, las deficiencias en la aplicacion de la
legislacién sanitaria, de acuerdo con la normatividad de la S.A.G.A.R., no
permiten establecer un control definitivo a enfermedades comunes que
afectan a la ganaderia del Estado, y que provocan grandes pérdidas y
dificultades para la comercializacion local, regional, nacional ¢
internacional. Ademas, la apertura de rastros clandestinos, que
comercializan productos riesgosos y que fomentan el abigeato, no permite
aprovechar en su capacidad los frigorificos y rastros municipales
existentes. La verfta de leche “bronca” y sus derivados, también

representan un riesgo de diseminar enfermedades contagiosas, como la



brucelosis y la tuberculosis bovina 6. Es importante mencionar que la
necesidad de repoblar el hato ganadero estatal ante el incremento del
indice de extracciéon, asi como el posible paso de animales de contrabando
de paises vecinos de América Central, representan factores de riesgo

adicionales y que estan latentes 6.

1.4 Caracteristicas de la region IV Frailesca, Chiapas.

La region IV Frailesca se encuentra enclavada en la porcion central del
Estado de Chiapas y consta de cuatro municipios (Figura 1). El municipio
de Villaflores que se localiza a 16° 14’ latitud norte y a 93° 17’ de longitud
oeste y a una altura de 540 m.s.n.m. El municipio de Villa Corzo, esta a
una latitud norte 16° 11’y a 93° 16’ de longitud oeste a una altura sobhre
el nivel medio del mar de 580 m. La Concordia (16° O7’'norte y a 92° 41’
oeste, 540 m.s.n.m.} y el municipio de Angel Albino Corzo, situado a una
latitud de 15° 52’ norte y a una longitud de 92° 43’ oeste, a una altura de
540 m.s.n.m. En la actualidad esta region es una de las mas importantes
después de las regiones Istmo - Costa y Selva en cuanto a la explotacion
de ganado bovino se refiere. La regién Frailesca esta enclavada entre la
depresion central del Estado de Chiapas y la discontinuidad de la llanura
del Istmo; ademas, se encuentra irrigada por la cuenca hidrologica de! rio
Grijalva, el cual a su vez es almacenado por la presa de la Angostura
(Belisario Dominguez] que tiene la capacidad de 19,736,000 m? con un
volumen anual utilizado de 8,502 millones de m?3. De estos, 70 millones de

m® son utilizados en riego. El clima de la regién es calido humedo {Acmj}

2,3,6

La superficie dedicada a la ganaderia en la region es de 313,058 hectareas
{10.9% estatal) de las cuales 102,981 (33%) son praderas inducidas y

210,077 hectareas (67%) son praderas naturales. La region contaba para



el afio de 1995 con un inventario bovino de 257,873 cabezas (8.9%

inventario estatal) 2.

El volumen de produccion de la regién Frailesca fue, en el ano de 1997, de
38,830 cabezas (10.5% estatal), destinada al sacrificio, la produccién de
carne fue de 7,766 toneladas {10.5% estatal)} y la produccién de leche, de
14,502 litros (7.2% de la produccion estatal).

Una descripcién amplia de aspectos importantes de la salud publica asi
como de la salud animal del Estado de Chiapas, se realiza mas adelante

en la justificacion.

2. REVISION DE LA LITERATURA
A continuacién, se hace una breve revision bibliografica de algunos
aspectos de las cinco zoonosis en estudio, con la finalidad de establecer

un marco tedrico que sustente la investigacion:

2.1 Brucelosis

El género Brucella fue descubierto por el médico y anatomopatologo David
Bruce en 1887. Se cree que esta enfermedad era ya conocida desde los
tiempos de Hipécrates, 400 anos antes de Cristo, pero las primeras
descripciones claras del padecimiento fueron hechas por Cleghorn en
1751 7. La brucelosis, también denominada fiebre ondulante, fiebre de
Malta, enfermedad de Bang, fiebre mediterranea y fiebre de las cabras es
una enfermedad infectocohtagiosa, de curso agudo o crénico que afecta «
la mayoria de las especies de animales domésticos, silvestres y al hombre.
De acuerdo a su reservorio, se considera una antropozoonosis y en cuanto

a su mecanismo de transmision, es considerada una zoonosis directa 8.
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Taxonomia.- El género Brucella estad constituido por cocobacilos acrobios
Gram negativos de 0.5 a 1.5 um de largo, no movil y no esporulado, posee
seis especies que pueden distinguirse por su capacidad oxidativa y por su
sensibilidad a bacteriéfagos, incluye diferentes especies importantes para
la patologia humana: Brucella melitensis que afecta preferentemente
cabras, pero puede infectar bovinos y cerdos; es el agente responsable de
la mayoria de los casos humanos diagnosticados bacteriologicamente, se
conoce como la especie mas patogena e invasiva, cualidades que han
permitido su gran persistencia y amplia distribucién en el pais. Brucella
abortus, es la principal responsable de la brucelosis bovina, aunque se ha
aislado también de otras especies animales; por ser menos patogena que
B. mellitensis para el ser humano, se ha relacionado hasta ahora con
infecciones leves y con un alto porcentaje de casos asintomaticos,
caracteristicos de individuos profesionalmente expuestos. Otras especies
conocidas, pero que con poca frecuencia producen enfermedad son B. suis

y B. canis asi como B. ovis 79,

Epidemiologia.- La brucelosis es una de las zoonosis de mayor
importancia a nivel mundial para la salud publica y la economia; de
hecho, la existencia de la enfermedad ha sido reconocida en 94 paises del
mundo 1911, En los animales la enfermedad ocasiona graves problemas
reproductivos como aborto, infertilidad y esterilidad, la disminucién en la
produccion de leche, alargamiento del periodo interparto en el ganado y
rompimiento de las lineas genéticas por concepto de desecho de animales
2. Ademas de las pérdidas, el animal permanece infectado de por vida
11,12,13. En México, la brucelosis humana se presenta con mas frecuencia
en individuos entre los 20 y 60 afios de edad, preferentemente en mujeres
(Razdn de momios = 1.48) de acuerdo a las seroprevalencias reportadas en

México por Merino 7, como sucede en otros paises en donde las mujeres y



los ninos atienden y ordefian a los animales de las explotaciones de
traspatio, y son ellas las encargadas de elaborar los quesos; no obstante
los casos pediatricos constituyen menos de 10% del total 7. La
transmision de humano a humano teéricamente no existe, excepto por el
reporte de la posibilidad de transmisién en un caso, por via sexual %
Otros mecanismos de transmision reportados han sido a través de la
transfusion sanguinea, y el transplante de médula osea !5 La
seroprevalencia en la poblacion mexicana, por Estados, tiene un rango de
0.2% en Morelos hasta 13.5% en el Estado de México. El promedio
nacional se estima en 3.4%. y en Chiapas la seroprevalencia fue de

0.53%7.

Diagnéstico.- En el ser humano, la forma aguda se caracteriza por
debilidad, escalofrios, fiebre nocturna elevada y con frecuencia, produce
alteraciones del sistema nervioso central, astenia y adinamia, dolores
articulares, diaforesis y aborto. La forma cronica de la enfermedad es
dificil de diagnosticar, porque los sintomas son imprecisos y muy
variables. Sin embargo, en casi todos los casos aparece fiebre remitente y
alteraciones del sistema nervioso central. Para llevar a cabo el diagnastico
de la brucelosis humana, como pruebas oficiales se utilizan los
hemocultivos y mielocultivos, ademas de los estudios serolégicos como la
reaccion de Huddleson en donde titulos de 1:80 se consideran como
positivos; aglutinacion en tubo estandar dondé titulos de 1:160 o mayores
son positivos; también se llevan a cabo otros tipos de pruebas como la de

microaglutinacién en placa y ELISA 816,

Tratamiento.- Este se realiza a base de antibidticos como las
tetraciclinas, la rifampicina, la doxiciclina y las sulfas con trimetroprim,

asi como las quinolonas. En el ser humano, dicho tratamiento se



recomienda por un periodo minimo de 6 semanas junto con la
combinacién de los farmacos anteriormente citados e incluso con el uso

de inmunomoduladores como el levamisole 16,

La brucelosis es una zoonosis de gran extensiéon e importancia en la
ganaderia mexicana y que afecta a la poblacion humana con una
magnitud considerable de acuerdo a lo anteriormente descrito. La técnica
de ELISA en padecimientos como la brucelosis ha demostrado ser capaz
de distinguir animales vacunados de infectados, poseer una alta
sensibilidad y especificidad y ser relativamente sencilla de estandarizar,
12,13,16,17,18,19 en) comparacion con otras pruchas serologicas como Rivanol
y fijaciéon de complemento; en ellas se han reportado reacciones falsas
positivas debidas a la antigenicidad cruzada con Yersinia enterocolitica

serotipo 0:9 29

2.2 Borreliosis

La borreliosis o enfermedad de Lyme es causada por una espirogueta
denominada Borrelia burgdorferi y transmitida principalmente al ser
humano, equinos y perros, por garrapatas de los géneros Ixodes,
Rhipicephalus, Dermacentor y Amblyomma 2122, Esta enfermedad se

identificé por primera vez en Lyme, Connecticut E.U.A. en 1975.

Epidemiologia.- Esta enfermedad ha sido encontrada en Norteamérica,
Europa y Australia, en México se considera exotica y la transmision al
hombre por el bovino no se considera epidemiologicamente importante.
Sin embargo, este miéroorganismo es capaz de infectar al ganado,
principalmente a los bovinos menores de dos anos, de acuerdo a lo
encontrado en estudios serolégicos 23.24, Existen reportes de que el bovino

posee receptores en sus granulocitos afines a Borrelia burgdorfern,



principalmente la fraccién A 2%; ademas, se han reportado otras especies
de borrelias que afectan al ganado bovino como es el caso de Borrelia
theileri, transmitida por garrapatas del género Boophilus 2627, Se ha visto
que el ganado bovino posee una baja susceptibilidad a la borreliosis
clinica. Esta enfermedad es considerada de acuerdo a su reservorio, como
una antropozoonosis y de acuerdo a su mecanismo de transmision como
una metazoonosis. Existen otras borrelias que afectan a los bovinos y que
presentan reacciones serolégicas cruzadas con B. burgdorferi, tal es el
caso de Borrelia theileri que ocasiona aborto epizootico y B. coriaceae que

es menos patogena 2829,

Signologia.- Los primeros signos comprenden un exantema rojo circulary
liso que aumenta de tamano y recuerda un “ojo de buey”; es indoloro y no
pruriginoso y, como puede desaparecer espontaneamente, pasa muchas
veces inadvertido. Varios dias o semanas después de la infeccion, el
paciente puede experimentar un cuadro parecido al de la gripe, con fiebre,
cefaleas, rigidez de cuello, dolor articular y muscular y fatiga intensa.
Cuando la enfermedad de Lyme no es tratada, provoca artritis en mas de
la mitad de los casos, y puede causar inflamaciéon crénica de las
articulaciones, casi siempre de la rodilla. El 15% de los enfermos sin
tratar sufre lesiones del sistema nervioso central y ¢l 8%, alteraciones del
ritmo cardiaco. Sintomas como rigidez del cuello, pérdida de la memoria,

confusion, fiebre y sensibilidad a la luz, sugieren meningitis y encefalitis

30,31,32

Diagnéstico.- La técnica de ELISA ha reportado sus bondades en el
diagnostico epidemiologico de este agente, en comparacién con otras
técnicas como serian las pruebas de anticuerpos fluorescentes y la

aglutinacion; no obstante, los resultados obtenidos por ELISA o con otras
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pruebas, deben ser confirmados por Western blot, con la finalidad de
descartar reacciones cruzadas 33. Las caracteristicas de la técnica de
ELISA se traducen en la facilidad para procesar un gran numero de
muestras en un periodo relativamente corto 22,30.31,32,34,35,36,37 En el ser
humano es un padecimiento dificil de diagnosticar, pues la combinacion
de mordedura indolora del artréopodo con la variedad de sintomas,

sugieren a menudo otras enfermedades.

2.3 Leptospirosis

La leptospirosis es una enfermedad de amplia distribucion en México.
Esta enfermedad tiene un impacto importante en la salud publica debido
a su caracter zoonético, y es ademas de importancia econdmica ya que e¢n
bovinos produce infertilidad, abortos, nacimiento de becerros débiles vy
baja en la produccién de leche. El génerb Leptospira esta constituido por
dos especies claramente definidas: Leptospira interrogans, que incluye las
formas patégenas y Leptospira biflexa, que incluye microorganismos
saprofitos clasificados en 4 serotipos; el complejo Leptospira interrogans
comprende mas de 200 serotipos que se agrupan en 23 serogrupos; las
méas frecuentes de este complejo en México son Leptospira
icterohemorragiae, L canicola, L. grippotyphosa, L. pomona y L. hardjo, que
son identificadas por medio de microaglutinacion en serovares 383940,

Weil hizo la primera descripcion de la leptospirosis en 1886.

Epidemiologia.- Las infecciones en huéspedes accidentales son mas
comunes en zonas tropicales y subtropicales, ocurriendo durante todo el
afio, aunque la mayor presentacion es en las épocas de lluvia 36,3741 [
leptospirosis es considerada como una zooantropozoonosis de acuerdo a
su reservorioc y como una sSaprozoonosis por su mecanismo de

transmisién. La transmision puede ser directa por contacto con orina,



sangre o carne de animales infectados o indirecta, mediante agua o
desechos contaminados. La puerta de entrada es la piel erosionada y las
mucosas conjuntival, nasal y oral. El bajo indice de sospecha de esta
enfermedad, junto con la diversidad e inespecificidad de su presentacion,
explica el numero significativo de casos que pasan desapercibidos 3%39. En
México, la leptospirosis humana es una enferrpeclad endémica. EI
Instituto Nacional De Referencia Epidemiolégica (INDRE) reporté un
porcentaje nacional de muestras de suero, positivas para Leptospira, de
2.7% en 1991, de 7.9% en 1992, de 9.8% en 1993, de 23.1% en 1994 y de
7.7% en 1995 40 Aunque la incidencia de la leptospirosis se estima como
relativamente baja en varios paises del mundo, esta enfermedad
catalogada dentro de la lista “B” de la Oficina Internacional de Epizootias
(OIE}, donde es considerada como la zoonosis mas ampliamente
distribuida en el mundo; basta senalar los recientes brotes acontecidos en
la poblacién de Centroamérica posteriores al paso del huracan Mitch, asi
como en Peru y Ecuador durante 1998. De igual forma, se estima que en
los Estados Unidos de América, se presentan de 100 a 200 casos
humanos por ano, de acuerdo a lo notificado por el CDC (Centers for
Disease Control and Prevention), ademas de los focos que de manera
cotidiana se presentan en la poblaciéon animal. De acuerdo al “Informe
Epidemiolégico Regional” publicado mensualmente por el Organismo
Internacional Regional de Sanidad Agropecuaria (OIRSA), correspondiente
al mes de abril de 2000, hasta el mes de marzo del presente afo se
reportaron la aparicion de focos en bovinos, ovinos, équinos y porcinos en

Costa Rica, El Salvador y Honduras.
Signologia.- En el humano, ocasiona fiebre generalizada, mialgias,

meningitis, vomito e ictericia; sin embargo, la mayoria de los casos son

subclinicos. La leptospirosis se caracteriza por ser una enfermedad
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bifasica: en la primera fase los microorganismos se encuentran en sangre
y liquido cefalorraquideo; y en la segunda fase, los microorganismos se
encuentran solamente en la orina; sin embargo, lo mas importante de esta

fase es la aparicion de anticuerpos de tipo IgM 38,

Diagnéstico.- Este puede establecerse mediante la busqueda de
leptospiras con microscopio de campo oscuro en muestras de orina,
sangre, liquido cefalorraquideo y biopsias o a traves de la titulacion en
muestras serolégicas pareadas con técnicas como la aglutinacion
microscépica en campo oscuro; ademas del cultivo bacteriologico. La
técnica de ELISA ha demostrado ser una técnica altamente sensible y
especifica en el diagnostico de la leptospirosis, ademas de ser una técnica
sencilla de realizar, haciéndola accesible para su uso en los laboratorios

de salud publica, asi como los de salud animal 42:43,44,45,46,

Tratamiento.- El tratamiento de eleccion contra la leptospirosis es la
penicilina sodica cristalina mas estreptomicina, pudiendo utilizar la

amoxicilina, ampicilina, doxiciclina, tetraciclina, cefatoxina y ceftriaxona

38,39

2.4 Tuberculosis

La tuberculosis de origen bovino es una enfermedad infecto-contagiosa, de
curso cronico y progresivo, causada por Mycobacterium bouis,
microorganismo resistente a una gran gama de desinfectantes y
variaciones del pH que se ha identificado en los animales domeésticos, en
casi todos los ungulados, lobos marinos, primates y al hombre, por lo que
se considera una zoonosis, se caracteriza por la formacion de lesiones
granulomatosas en diversos drganos, que merman la condicién fisica y

productiva, causando pérdidas econémicas de consideracion 47. El
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nombre de tuberculosis deriva de la formacion de unas estructuras
celulares caracteristicas denominadas tuberculomas, donde los bacilos

quedan encerrados. El microbidlogo aleman Roberto Koch descubrio el

agente causal en 1882 48,

Epidemiologia.- Es una zoonosis clasificada por su reservorio como
antropozoonosis (tuberculosis bovina causada por Mycobacterium bouis),
asi como una zooantropozoonosis {tuberculosis humana ocasionada por
Mycobacterium tuberculosis). De acuerdo a su modo de transmision la
tuberculosis se considera una zoonosis directa que afecta a diferentes
especies animales en las que ocasiona lesiones granulomatosas de
pulmones, intestino, huesos y otros tejidos. La importancia del ganado
bovino en la transmision al hombre, se debe principalmente al riesgo de
contraer la infeccion a través de la leche y sus derivados contaminados,
por lo cuél las lesiones se presentan principalmente a nivel de aparato
digestivo 9849,50,51,52  Sohre la epidemiologia de la enfermedad en los
bovinds, se sabe que mas del 90% de las infecciones son de origen
respiratorio; aunque la ingestién de alimento contaminado también puede
causar la infeccion y los becerros llegan a adquirir la infeccion al
consumir leche o calostro contaminados. Se sabe de infecciones en
ganado por contacto con secreciones (orina, tos) de personas tuberculosas
51 Actualmente, la tuberculosis humana de origen bovino sigue
considerandose por la Organizacion Mundial de la Salud un grave
problema sanitario que representa grandes retos, entre los cuales se
pueden mencionar: que aun afecta al humano, pero se desconoce el
porcentaje real; se subestima la capacidad de Mycobacterium bouvis de
producir tuberculosis humana; los laboratorios para el diagnoéstico de
tuberculosis no siempre utilizan medios diferenciales para M. bovis y M.

tuberculosis 53, Es importante también mencionar que la infeccion persiste
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en los humanos después de haber erradicado la enfermedad en los
bovinos (reactivacion de infecciones vigjas en ancianos o positivos al virus

de inmunodeficiencia humana) 4849,

La importancia del ganado bovino en la transmision del bacilo tubercuioso
continua siendo latente ya que ain existe riesgo de adquirir la infeccion
por consumo de leche o lacticinios no pasteurizados. La tuberculosis en el
ganado bovino tiene también grandes repercusiones, tomando en cuenta
que el estatus de tuberculosis bovina representa una limitante sanitaria
para la exportacion y que en los bovinos lecheros afectados, la produccion

disminuye hasta en un 17% 47.

La prevalencia de tuberculosis bovina en México es del 16% 53! y el
Estado de Chiapas se encuentra todavia en la fase de control dentro de la
Campana Nacional 4. Ademas, tomando en cuenta que de los 7 mil
millones de litros de leche que se producen en México, solamente el 50%
de la produccion se pasteuriza y que lo demas se consume sin este
proceso o se transforma en derivados lacteos, esta situacion implica un
riesgo para la salud publica 47. En México se ha instrumentado la
Campara Nacional contra la Tuberculosis bovina (Mycobacterium bouis),

que se fundamenta en la Norma Oficial Mexicana correspondiente 47.

Diagnéstico.- Ademas de la histopatologia y el aislamiento bacteriologico,
una de las herramientas mas poderosas en el estudio de la epidemiologia
de este padecimiento es la diferenciacion de la cepa, sin embargo este tipo
de diagnéstico es laborioso y tardado. Las técnicas de biologia molecular
como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), sondas de DNA y
analisis de restriccion de la endonucleasa (RFLP) resultan costosas y el

serodiagnéstico como la ELISA, el interferén gamma y la



inmunoperoxidasa han demostrado un éxito dudoso para confirmar
diagndstico, aunque son utiles en la investigacion epidemiologica

52,54,55,56,57,58,59,60

2.5 Rabia

La rabia es una de las enfermedades mas antiguas y recurrentes, ya que
su conocimiento se remonta aproximadamente al siglo 23 antes de Cristo
61 Desde 1885 cuando Pasteur introdujo la vacunacion contra la rabia se
han seguido presentado casos tanto en humanos como en otras especies
domésticas y silvestres. Se trata de una enfermedad infecciosa,
transmisible de curso agudo y mortal, inica por su capacidad de afectar a

todos los mamiferos, con una letalidad del 100%. Esta clasificada como

una zoonosis.

Taxonomia.- E|l virus de la rabia pertenéce a la familia Rhabdoviridae
(incluidos en el orden de los Mononegavirales) al igual que las familias
Paramixoviridae y Flavoviridae son familias que agrupan a virus ARN no
segmentado, de cadena simple y polaridad negativa. Los rhabdovirus de
los mamiferos se dividen en base a sus‘ diferencias antigénicas y
bioquimicas en tres géneros: 1} Vesiculovirus (virus de estomatitis
vesicular) 2) Lyssavirus, (virus de la rabia) 'y 3) Ephemerovirus (Fiebre
efimera de los bovinos de Australia). Con base en su reactividad a
anticuerpos monoclonales, los Lyssavirus se han subdividido en cuatro
serotipos numerados mas otros tres no numerados, que son: 1) Rabia
clasica (existe en casi todo el mundo) 2} Lagos Bat (Africa) 3) Mokola
(Africa) 4) Duvenhage (Africa), mientras que los no numerados son:
European Bat Lyssavirus 1 (Europa), European Bat Lyssavirus 2 (Europa)

y finalmente el Lyssavirus Australiano (Australia) 62:°3.
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Propiedades fisicoquimicas.- El genoma se transcribe de la extremidad
3' a la extremidad 5 en un ARN corto "lider" y en 5 ARN mensajeros que
codifican sucesivamente para las proteinas N (nucleocapside), M1
(fosfoproteina asociada a la nucleoproteina del virus de la estomatitis
vesicular), M2 (proteina matriz), G (glicoproteina sobresaliente de la
membrana viral que es el mas importante antigeno responsable de la
induccién de anticuerpos neutralizantes), y L (transcriptésa gque participa
directamente con la patogenicidad en combinacion con la MI1] . Las
propiedades fisicoquimicas del virion son: peso molecular 1000 millones
de daltones, velocidad de sedimentacion 1000S, densidad en CsCl de 10 a
19 en 1.20 g/ml y en sacarosa de 1.17 sa 1.19. La infectividad viral es
estable a pH entre 5 a 10 e inestable a pH 3. Se inactiva rapidamente a 56
C, con luz ultravioleta, rayos X, éter, cloroformo, detergentes, asi como

hipoclorito de sodio. 61

Epidemiologia.- Desde el punto de vista epidemiologico hay dos formas
de rabia, la urbana que se propaga sobre todo entre los perros, y la
silvestre que se asienta en diferentes especies vectores de la enfermedad
dependiendo de la zona geografica involucrada. En las regiones tropicales
de Ameérica Latina el vector silvestre es el murciélago hematofago que
muere también a consecuencia de la rabia aunque la pueden transmitir
por periodos largos de tiempo sin que se observen manifestaciones
clinicas +. En México, la plaga de este quirdptero se extiende a lo largo de
la Costa occidental desde Sonora hasta Chiapas y en la Oriental desde el
sur de Tamaulipas hasta Quintana Roo ¢%. Como estos murciélagos se
alimentan exclusivamente de sangre se han multiplicado en las regiones
tropicales donde hay cria de ganado vacuno, en lquienes encuentran su
alimento con facilidad, causando graves pérdidas econdmicas. Cabe :

aclarar que los verdaderos vectores de la rabia, son aquellas especies que
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la puedeh transmitir de manera activa por sus habitos de morder, como
los perros y otros predadores (coyotes y murciélagos hematofagos, entre
otros). Sin embargo, existen una gran variedad de especies susceptibles
que constituyen un fondo de saco epidemiologico, pues si bien estas son
victimas de la rabia, es poco frecuente que la transmitan a su vez a otros
animales de la misma o diferente especie. Tal es el caso de los rumiantes,

equinos domésticos y del humano 2.
3. JUSTIFICACION

Los problemas de tipo sanitario ocupan un lugar primordial en la
ganaderia chiapaneca, cabe senalar que la situacion geografica del Estado
define al mismo como una puerta de entrada al pais de bienes y servicios
ya sea de manera legal o por medio del contrabando; los productos
pecuarios como el ganado en pie, es introducido al pais en donde puede
establecerse con los mismos productores estatales, llegar a otros estados
del pais e incluso ser exportados a los Estados Unidos de Ameérica. El
control zoosanitario encargado de regular y sancionar dicho transito es
ineficiente v en algunos casos inexistente 2; ademas, la vinculacion entre
las autoridades de salud publica y las pecuarias es también pobre ¢
ineficiente 14, por lo que se hace necesario mejorar las acciones de
vigilancia epidemioldgica activa y pasiva, asi como el monitoreo a traves
de técnicas de diagnostico tamizaje que permitan la identificacion rapida y
eficaz para el control de enfermedades que afectan al ganado bovino

. mexicano 42,43,44,45, 66,67,68,69,70,71

En el afio de 1996 debido al incremento de casos con signologia nerviosa
en ganado bovino de la region Frailesca del Estado de Chiapas, se

establecié contacto con los productores de la misma, los cuales mostraron
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interés y disponibilidad para que se llevaran a cabo estudios
epidemiologicos de diversas enfermedades de su ganado. Cabe sefalar que
estos se encu'entran organizados y poseen registros adecuados y de
calidad de sus animales, lo que garantiza la validez de la informacion
recabada. Es por ello que se decidié realizar el analisis seroepidemiologico
en esta zona con la finalidad de que este sirva como fuente de informacién
que se complementard con estudios que se realicen en un futuro en el
Estado, y que a su vez podra enriquecer la informacion de las Campanas
Oficiales de tuberculosis y brucelosis que se realizan en el Estado de

Chiapas.

3.1 Aspectos importantes en la salud publica chiapaneca

Es importante sefialar que existen padecimientos que afectan a los
bovinos y que repercuten de manera trascendente en la salud publica,
enfermedades como la brucelosis, la tuberculosis, la leptospirosis y la
rabia, son padecimientos que se han reportado en la ganaderia bovina asi
como en la poblaciéon humana del Estado de Chiapas de acuerdo con el
boletin epidemiolégico semanal de la Secretaria de Salud %4%11,72.73
Considerando ademas que el Estado es uno de los mas castigados por
problemas sociales cémo la pobreza extrem'a, conflictos politico-sociales y
culturales, falta de servicios de salud y analfabetismo, la transmision de
padecimientos zoondticos puede ser importante. Algunas cifras que
revelan los agudos problemas de la poblacién chiapaneca son por ejemplo,
los niveles de analfabetismo que segun cifras de 1995, habia 198,074
hombres y 344,141 mujeres mayores de 15 anos analfabetas. De una
poblacién de 3,065,494 habitantes, el 8.9% no hablan espanol. En cuanto
a la educaciéon béasica, en la poblaciéon de 6 a 14 anos del Estado €l 15.6%
no asiste a la escuela, el 22.5% de la poblacién mayor de 15 anos no

recibe instruccion y el 31.9% de esta poblacién tiene estudios de primaria



incompletos 2. En los aspectos de vivienda y servicios, de un total de
689,848 viviendas que da cobijo a 3,560,258 habitantes, el 12.8% no
cuentan con energia eléctrica, agua entubada ni drenaje, el 17.3% no
cuentan con instalaciones de cocina y el 27.6% no cuentan con
instalaciones de bafno; ademas de las viviendas existentes en ¢l Estado, el
38.8% poseen piso de tierra y el 52.4% estan construidas con materiales
ligeros, naturales y / o precarios. En los aspectos de servicios de salud del
Estado segun cifras de 1997, el 85.5% de la poblacion se considera sin

derechohabiencia a los sistemas de salud del pais.

Ademas, es importante mencionar que el Estado de Chiapas ha ocupad'o
desde hace 10 anos el primer lugar en mortalidad por tuberculosis en el
pais; durante 1995 se presentaron 325 muertes, lo que constituye el 9.4%
del total de muertes por esta causa 74; en 1992 se informaron 866 casos
de tuberculosis en todas sus localizaciones, con lo que se alcanzo una
tasa de 25.3 por cada 100,000 habitantes 75. Asi mismo, en el Estado de
Chiapas durante el afio de 1997 se presentaron 362 defunciones a causa
de la tuberculosis y aunque la gran mayoria fueron presentaciones
pulmonares, se presentaron 7 casos de tuberculosis meningeas y de
sistema nervioso central, 2 defunciones por tuberculosis intestinal y
mesentérica, 1 defuncion por tuberculosis ésea y en articulaciones y 19
casos diversos mas 7677, Durante 1999 y hasta agosto de 2000, se han

presentado 151 casos de tuberculosis no pulmonares en Chiapas.

En el caso de la brucelosis se han presentado 93 casos en la poblacion
chiapaneca desde 1998 y hasta el mes de agosto de 2000 73, En cuanto a
la leptospirosis, debido a su caracter multivariado, existe un problema
importante de falta de diagnostico por los servicios de salud ademas de

tomar en cuenta que la gran mayoria de los casos se presenta de manera
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asintomatica 38 y por ello no se cuentan con reportes de la enfermedad en
la poblacion. No se han presentado casos de rabia humana en Chiapas
durante 1999 y lo que va de este afo, sin embargo, se presentaron S

casos en México en 1999 y 3 mas se han reportado durante este ano 75.

Por todo esto, se requiere de un monitoreo constante que permita recabar
mas informacion sobre estas enfermedades en forma primaria en areas de
alta prevalencia e incidencia, o en donde exista una transmisién activa del
agente infeccioso por lo que se deben instrumentar estrategias para
intentar cambiar la frecuencia de enfermedades que pueden ser
controladas considerando el costo - beneficio de estos padecimientos
42,43,44,45,66,67,69,70,71,78,79  Egtudios previos en el Estado de Chiapas, han
reportado datos acerca de prevalencias generales aparentes en el ganado
bovino, como en el caso de Brucella abortus que se ha estimado alrededor
del 8% 11y de Leptospira interrogans serovar hardjo entre un 12.2% y 14%
73 En el caso de la tuberculosis bovina, se habia reportado al Sistema
Nacional de Vigilancia Epizootioldgica (SIVE), 18 focos hasta el mes de-
junio de 2000, mientras qué en el caso de rabia paralitica bovina, se

notificd la aparicién de 103 casos en el Estado en el mismo periodo 89,

En este estudio se realizo el analisis seroepidemiologico de estas zoonosis
debido a su importancia e impacto en la salud animal y salud publica. Se
determinaron las seroprevalencias de la brucelosis, borreliosis,
tuberculosis y leptospirosis. En el caso de la borreliosis se busco evidencia
serologica en el ganado a pesar de ser esta una enfermedad considerada
como exoOtica en México* y de ser el bovino una especie que aparentemente

no contribuye epidemioldgicamente de manera importante en la

" ACUERDO mediante el cual se enlistan las enfermedades y plagas exdticas y
enzodticasde notificacién ckbligatoria en los Estados Unidos Mexicanos.SAGAR.
Publicado en el D.C.F. 5 de marzo de 1999.

21



transmision del agente. En el caso de la rabia paralitica bovina se obtuvo
el antigeno “extracto proteinico viral” con objeto de estandarizar la técnica
de ELISA, con la finalidad de llevar a cabo un monitoreo de la inmunidad
de hato en el ganado vacunado contra derriengue, esto es debido a que la
técnica de ELISA se ha considerado como una herrémie_nta util en la

determinacién del contenido antigénico de las vacunas antirrabicas 8!,

La epidemiologia estudia la distribuciéh de las enfermedades en las
poblaciones y la utilidad que tiene el uso de la técnica de ELISA indirecta
en los estudios de “escrutinio” es la de una herramienta importante en la
deteccion de los agentes infecciosos asi como de los factores
predisponentes y desencadenantes que interactuan en los distintos
procesos de enfermedad en las poblaciones. Estas actividades se deben
complementar posteriormente con la confirmacion del diagnéstico de las
enfermedades de manera particular, es decir sobre los animales
detectados previamente por serologia. Los beneficios de este tipo de
pruebas de escrutinio se ven reflejados en una mayor eficiencia de las
actividades de vigilancia de los padecimientos; ademas de que se garantiza
una mayor certeza en el diagnodstico definitivo
3,43,44,45,66,67,68,69,70,71,73,78,82 [Esta forma de realizar el diagnostico se esta
practicando en los sistemas de vigilancia epidemiologica en México ya que
el realizado por medio de cultivos y aislamientos utilizando medios
sintéticos, cultivos de tejidos o animales vivos asi como reactivos para la
identificacion del agente etioldégico resultan ser sumamente costosos, de
poca disponibilidad en términos econdémicos en funcion de llevar a cabo
las actividades de vigilancia y diagnostico epidemiolégico por los
laboratorios existentes en México; ademas los diagndsticos se hacen con
base en el individuo que presenta signos clinicos y no en las poblaciones

que la padecen en un nivel subclinico 42.43,44,45,66,67,68,69,70,71,79,
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4. HIPOTESIS

1.- Se afirma que no existe una diferencia verdadera entre las variables de
seroprevalencia contra cuatro agentes zobnéticos {Brucella abortus,
Borrelia burgdorferi, Leptospira interrogans serovar hardjo y Mycobacterium
bouvis) en bovinos de acuerdo a su sexo, edad o ambos, y presencia o
ausencia de gestacion de la poblacion de la que se extrajo la muestra.

2.- Se afirma que no existe una diferencia verdadera entre las variables de
porcentaje de ELISA > 80 que se definié como protector {seroconversion),
contra el virus de rabia en bovinos vacunados y no vacunados contra
derriengue, de acuerdo a su sexo, edad o ambos, y presencia o ausencia
de gestacion de la poblacion de la que se extrajo la muestra.

3.- Se afirma que no existe una adecuada inmunidad de hato (> 65% de
bovinos protegidoé contra el virus de la rabia), provista por la vacunacion
en las explotaciones muestreadas.

4.- Se afirma que no existe una diferencia verdadera entre las variables de
seroprevalencia y porcentaje de ELISA contra cinco agentes zoongéticos en
el seguimiento prospectivo longitudinal de 35 bovinos de la region

Frailesca
5. OBJETIVO GENERAL

Conocer la seroepidemiologia de cinco agentes zoonéticos (Brucella
abortus, Borrelia burgdorferi, Leptospira interrogans serovar hardjo,
" Mycobacterium bovis, Virus de rabia paralitica bovina), que afectan a la
ganaderia bovina de explotaciones localizadas en la regién Frailesca del
Estado de Chiapas, mediante la utilizacion de la técnica
inmunoenzimatica de ELISA indirecta, con el objeto de conocer los efectos
de sexo, edad y estado de gestacion en la seroprevalencia ¢ inmunidad de

la poblacién muestrada.
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5.1 Objetivos especificos

. Determinar y buscar diferencias significativas entre las seroprevalencias
generales contra Brucella abortus, Borrelia burgdorferi, Leptospira
interrogans serovar hardjo y Mycobacterium bovis en bovinos muestreados.
. Conocer v comparar las seroprevalencias por sexo, edad y presencia de
gestacion contra los cuatro agentes zoonéticos anteriormente citados a
partir de muestras de suero de bovinos de la region Frailesca obtenidas en
1996 y 1998. '

. Calcular la prevalencia real para cada uno de los cuatro agentes
zoonoOticos a partir de las tasas de seroprevalencia general aparente,' y de
la sensibilidad y la especificidad de la técnica inmunoenzimatica de ELISA
reportada.

. Calcular el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo, asi como
la precisiébn o certeza a partir de las tasas de seroprevalencia generai
aparente, asi como de la sensibilidad y la especificidad de la técnica
inmunoenzimatica de ELISA reportada.

. Determinar el grado de concordancia entre la técnica de ELISA indirecta y
las pruebas de tarjeta y Rivanol en el diagnostico epidemiolégico de
Brucella abortus .

. Establecer el grado de concordancia entre la técnica de ELISA indirecta y
la prueba de aglutinacién microscopica en el diagnostico epidemiologicos
de la leptospirosis en el ganado bovino,

. Purificar un extracto proteinico del virus rabico a partir de la vacuna
antirrabica cepa ERA obtenida de virus vivo modificado en cultivo de
tejido de origen porcino con el uso de un gradiente de sacarosa para su

posterior utilizacion como antigeno en la técnica de ELISA indirecta.
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10.

11.

Titular y cuantificar el extracto proteinico del virus rabico para su uso
posterior como antigeno en el proceso de estandarizacion de la técnica de
ELISA indirecta.

Estandarizar la técnica de ELISA indirecta con el fin de aplicarse en el
analisis de la respuesta vacunal contra la rabia paralitica en bovinos.
Obtener los valores de porcentaje de ELISA contra el virus de la rabia y
compararlos entre todas y cada una de las explotaciones muestreadas, del
mismo modo comparar dichos valores tomando en cuenta la presencia de
vacunécic‘m, la edad de los animales y el afo en el que se llevo a cabo el
muestreo.

Determinar y comparar los valores de porcentaje de ELISA contra los
cinco agentes zoondéticos asi como las seroprevalencias contra cuatro
agentes zoondticos en el grupo de 35 bovinos que se muestrearon durante
los 3 afios del estudio (1996, 1998 y 1999) con el fin de conocer la

~dinamica de la respuesta serologica de estos animales y la tendencia

observada a través del tiempo en comparaciéon con el muestreo general

realizado en la poblacion bovina de la regién Frailesca, Chiapas.

25



MATERIAL Y METODOS

6.1 Sitio del estudio.- Este se realizd6 con ganado bovino en un total de
19 explotaciones localizadas en la region Frailesca del Estado de Chiapas,
Meéxico a través de un estudio transversal o de corte, durante los anos de
1996 y 1998. De manera simultanea se llevé a cabo un estudio prospectivo
Jongitudinal en 35 animales provenientes de 7 de los 19 ranchos incluidos
anteriormente y muestreados en 1996, 1998 y 1999. Estos también fueron
probados contra los cuatro agentes zoondticos bacterianos (Brucella
abortus, Borrelia burgdorferi, Leptospira interrogans serovar hardjo vy
Mycobacterium bovis) y para los porcentajes de ELISA contra el virus de la

rabia.

6.2 Determinacion del tamafio minimo de la muestra.- Se definio

utilizando la formula recomendada por Kish y Leslie. 83

n' = p(1l-p)(Z 1-as2)?

e?

En donde: n’ = Tamano de la muestra.
€ = Limites deseados de error. (.05}
p = Prevalencia . (.08)
Z 1.qs2= Valores criticos normales bilaterales. (1.96)

Enn’/ N> 10%, entonces n =In’/ {1+ (n-1)/N }I

Enn’/ N < 10%, entoncesn =n’

Desarrollando:
08 (.92) (1.96)2 _ —» (.0736) (3.8416) —» 2827417
(.05)2 .0025 0025
—p 113.09668 > 113.
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Sabiendo que el inventario bovino de la zona correspondid a 257,873
cabezas entonces 113/257,873 = 0.043%. Como 0.04% es menor que

10%, el tamafo minimo de la muestra fue de al menos 113 animales.

Se calculo a partir de una poblacion de 257,873 animales, 2 con un nivel
de confianza del 95% y una estimacién de prevalencia de 8%
correspondiente a la reportada de la brucelosis bovina en estudios previos
realizados en el Estado de Chiapas. 1! Esta tasa se considerd de manera
general para la determinacion del tamafio minimo de la muestra para los
cinco agentes debido a que esta fue la mas baja conocida en la region de
las zoonosis contempladas en este estudio, ya que en el caso de la
borreliosis no se cuenta con estimacién alguna, debido a que es
considerada como exética en México y se pretendio evaluar hallazgos
serologicos con la técnica de ELISA. Los calculos se realizaron a traves del

paguete estadistico Epistat.”

6.3 Seleccidén de la muestra y tipo de muestreo.

El muestreo fue de tipo no probabilistico, por conveniencia, es decir,
aquellas explotaciones incluidas en este estudio fueron seleccionadas
producto del interés de algunos de los productores de la region; sin
embargo, es importante mencionar que los estratos de los animales
muestreados en cada explotaciéon y de cada edad y sexo, fueron
seleccionados totalmente al azar por un método de loteria sin reemplazo,
ademas de que las explotaciones que constituyeron este estudio se
encontraban distribuidas en los cuatro municipios que conforman la
region Frailesca y poseian caracteristicas zootécnicas similares a la

mayoria de los ranchos de la regiéon; por esto, se consideré como marco

" True Epistat ©® {Database processing program). Epistat Services, 1987. version
6.02. Center for disease Control and Prevention (CDC}, U.S.A. 1994.

27



muestral a la totalidad de la poblacién registrada por censo oficial del

INEGI 2 para la region.

Previo al muestreo de los animales se formularon preguntas a través cde
una encuesta a los encargados o propietarios de las explotaciones, las
cuales fueron contestadas con fundamento en los registros de cada bovino

muestreado. (Figura 2)

6.4 Toma y conservacion de las muestras de suero.- Las muestras
sanguineas fueron obtenidas mediante puncion en la vena coccigea,
colectindose aproximadamente un volumen de 10 ml. por medio de
sistema vacutainer; posteriormente se separd €l suero por centrifugacion a
650 g v se le afladio un crioprotector (glicerol 50%) para evitar la accion
mecanica de los cristales de agua sobre las inmunoglobulinas al momento
de su congelacion. Los sueros se almacenaron en envases de plastico y se

congelaron a -20 °C hasta el momento de su uso en el laboratorio 8485,

Se realizaron 3 muestreos que se llevaron a cabo en los anos de 1996
{Octubre), 1998 (Julio) y 1999 (Mayo). Durante el primer muestreo (1996)
se utilizaron 344 sueros de bovinos colectados y almacenados en ¢l banco
de sueros del programa de vigilancia epidemiolégica estatal,
~ correspondientes a 16 explotaciones que se encontraban dispersas en la
region Frailesca. Se realizd ademas un segundo muestreo en el mes de
julio de 1998 en 13 explotaciones, de las cuales 10 fueron las mismas de
las 16 explotaciones muestreadas dos afios antes, obteniéndose un total
de 294 muestras, de las cuales 52 correspondian a animales muestreados
en 1996 y por ultimo, en 1999 se realizé un tercer muestreo con el objetivo
de conformar un estudio prospectivo longitudinal en donde el criterio de

seleccion fue el de muestrear a aquellos animales que fueron considerados
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en los dos muestreos anteriores y de los cuales solamente se lograron
colectar 35 muestras, por lo que el estudio prospectivo longitudinal de

estos tres afios se realizé con dicho nuimero de animales.

6.5 Selecciéon y caracteristicas de los animales muestreados.- Se anoto
la identificacién del animal, edad, sexo, raza y presencia o no de gestacion
en las hembras en edad reproductiva. El criterio de inclusién de los
animales se orienté hacia el objetivo de identificar las enfermedades de
acuerdo a su etapa productiva, es por ello que se utilizaron los sueros de
animales: becerros (< 4 meses de edad), animales en desarrollo -
destetados (> 4 a 36 meses de edad), y finalmente animales adultos
mayores de 36 meses, 5492:43,44,45,66,67,68,69 (e esta manera para todas las
enfermedades. Los sueros obtenidos en los tres muestreos pfovenientes de
hembras mayores de 6 meses correspondieron a animales que fueron
vacunados contra la brucelosis con vacuna cepa 19 con dosis clasica o
reducida tal y como lo marca la Norma contra la brucelosis.” Los animales
fueron vacunados también contra la diarrea viral bovina, parainfluenza 3,
virus herpes bovino tipo 1, Haemophilus somnus, clostridiasis vy
derriengue, {con vacuna de virus vivo modificado cepa ERA). Estos fueron
vacunados después de los tres meses de edad. Ademas, el 37.2% de¢ los
animales seleccionados en 1996 fueron vacunados contra leptospirosis,
esta misma caracteristica se presentdé en el 5.8% de los bovinos
muestreados en 1998. Las caracteristicas de los muestreos realizados se

exponen en el Cuadro 1.
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6.6 Antigenos utilizados

Para la realizacién de las pruebas, se utilizaron los siguientes antigenos:

Brucella abortus (B. abortus).- Se utilizd un antigeno celular
completo a una concentraciéon ajustada de 5 pg de proteina/ml, en
una dilucidén de 1:500, obtenido mediante cultivo en caldo thiol vy
posterior centrifugacion y sonificacion en el Laboratorio de Servicios
Nacionales Veterinarios del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos de América. 36:37,56,57,60,69

Borrelia burgdorferi (B. burgdorferi) Se manejo un antigeno celular
completo de B. burgdorferi cepa B31 a una concentracion ajustada
de 5 ug de proteina/mi, en una dilucién de 1:50, obtenido mediante
cultivo en medio de células de rifion de hamster (BHK) y posterior
centrifugacion y sonificacion en el Departamento de Epidemiologia y
Medicina Preventiva de la Escuela de Medicina Veterinaria de la
Universidad de Davis, California, E.U.A. 36,37,56,57,60,69

Leptospira interrogans serovar hardjoprajitno (L. hardjo).- Se empleo
un antigeno celular completo a una concentraciéon ajustada de 5 ug
de proteina/ml, en una dilucion de 1:200, obtenido en los
laboratorios Difco, P.O. Box 1058 A, Detroit, ML 48232, E.U.A.
36,37,56,57,60,69

Mycobacterium bovis (M. bovis).- Se usdé un derivado proteinico
purificado de M. bouvis cepa AN5 a una concentracion ajustada de 5
ug de proteina/ml, en una dilucién de 1:640 42, '
Virus de rabia (VR).- Se emple6 un extracto proteinico viral obtenido
por purificaciéon en un gradiente de sacarosa a partir de una vacuna
contra derriengue cepa ERA de virus vivo modificado en cultivo de

tejido de origen porcino 30,35,55,56,58,71

'NOM—O41—ZOO—1995, Camparfia Nacional contra la Brucelosis en lcs Animales. México

{DF) :

SAGAR, 19%26.
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En este caso, el antigeno de rabia fue purificado, titulado y cuantificado
en los laboratorios de Seroepidemiologia y Biologia Molecular del
Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, asi como en el laboratorio de Tuberculosis del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la U.N.A.M., para su uso en
estudios epidemiologicos mediante la técnica de ELISA indirecta con las
siguientes caracteristicas: dilucién 1:200 con una concentracion de 2355

ug/ml, es decir 12.75 ug por pozo.

6.7 Preparacion del antigeno de rabia (Extracto proteinico viral)

A partir de 6 vacunas contra derriengue. cepa ERA, producida por los
laboratorios de investigacién médica Connaught, se¢ centrifugaron estas a
220 g por 20 minutos, para posteriormente rescatar el sobrenadante y
desechar el sedimento. Luego se centrifugé a 18,000 g durante 2 horas,
para rescatar el sedimento y eliminar sobrenadante. Se adiciono al

e

sedimento obtenido 0.5 ml de solucién amortiguadora Tris NT™ y se dejo
reposar durante la noche a 4°C. Se procedidé a elaborar el gradiente de
sacarosa formado por 6 diferentes concentraciones: 50%, 44%, 38%, 32%,
26% y 20% (5.7 ml por gradiente), se céntrifugé el gradiente a 220 g
durante 20 minutos para después colocar la muestra resuspendida en el
tubo con los gradientes y centrifugar nuevamente a 21,000 g durante 1
hora. Posteriormente se procedié a tomar la banda de virus, la cual midio
aproximadamente 1.5 mm de espesor, perforando la pared del tubo con
una aguja. Se centrifugd nuevamente la muestra obtenida a 21,000 g
durante una hora eliminando posteriormente el sobrenadante, para luego

resuspender en 1 ml de solucion amortiguadora Tris NT.

""" Bolucién amortiguadora compuesta por NaCl 100Mm, Tris 50 Mm, pH 7.5 ajustado
con HCL1,
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La titulacién del extracto proteinico viral se realizo a través del método de
tablero de ajedrez (checkerboard) utilizando cantidades constantes de
suero v conjugado diluidos en contraparte con distintas diluciones del
antigeno, para posteriormente realizar la prueba de ELISA como lo
establece el protocolo general. El titulo que se obtuvo por este método fue

de 1:200.

Posteriormente se procedié a cuantificar el extracto proteinico viral
obtenido a partir del gradiente de sacarosa. Esto se realizd mediante 2
métodos. El primero fue la técnica colorimétrica de Bradford 3¢ y el

segundo se llevd a cabo mediante espectrofotometria 87.

6.7.1 Método de Bradford para la cuantificacion de proteinas

Se utilizaron 0.5 mg/ml de albumina sérica bovina. (ASB), NaCl 0.15 M y
solucién colorante Azul de Coomasie.

En ocho tubos para microcentrifuga se depositaron por duplicado 0.5
mg/ml de ASB (5, 10, 15y 20 plj y con NaCl se completdo un volumen de
100 ul. Del mismo modo, en 2 tubos para microcentrifuga se depositaron
100 ul de NaCl 0.15 M; estos se utilizaron como testigos.

Posteriormente se adicioné 1 ml del colorante Azul de Coomasie, se
agitaron y se dejaron reposar durante 2 minutos a temperatura ambiente
para qﬁe el colorante se uniera a la proteina existente en la muestra.
Después, se procedid a la lectura por medio de un espectrofotémetro.
Primero se determiné la curva de absorbancia a 595 nm utilizando una
microcubeta (1 ml) y se definié una curva estandar a 595 nm contra la
concentracion de la proteina ASB, para después definir la absorbancia
para la proteina problema y utilizar la curva estandar para conocer la

concentracién de la misma, mediante la graficacion de los valores de
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absorbancia y las diluciones de ASB y el valor de absorbancia de la

proteina problema.

va habiendo definido las diluciones 6ptimas determinadas tanto de los
sueros, los antigenos y el conjugado, se procedio a realizar la técnica de

ELISA indirecta de acuerdo al siguiente protocolo.

6.8 Técnica de ELISA (Figura 3).

Se realizé la fijacién del antigeno con la placa de fondo plano, para lo cual
se prepard la dilucion optima (predeterminado por titulacion especifica
para cada antigeno) con una soluciéon fijadora amortiguada carbonato /
bicarbonato pH 9.6. Posteriormente, se anadieron 50 ul de antigeno en
cada pozo en una microplaca de fondo plano usando una pipeta de 12
canales y se cubrieron las placas con cinta o tapas de plastico y se dejaron
a 4°C por 18 horas. Posteriormente, se elimind el exceso de antigeno
utilizando durante dos ocasiones una soluciéon lavadora, la cual estuvo
compuesta por 8.5g de NaCl y 0.5 ml de detergente tweenz en 1000 ml
de agua destilada. Luego se diluyeron 1:402 los suerbs a monitorearse asi
como los sueros testigos positivos y negativos con una solucion
amortiguadora Tris® pH 7.4 en una placa de fondo oval y se transfirieron a
la placa fijada con el antigeno. Se depositaron 50ul de los sueros testigos
en las placas fijadas de la siguiente forma: a) Columna 1 (A-H) fue la
columna de control sin suero. b) Columna 2, contenia los sueros testigos:
pozos 2A y 2B fuertes positivos. Pozos 2C y 2D débiles positivos. Pozos 2E,
OF, 2G y 2H negativos. Después se colocaron 50 ul de los sueros a
monitorearse por duplicado, (fueron 40 en una placa). La distribucion de

estos inicié con el suero nimeroc uno en los pozos 3A y 3B, seguidos del

* Dilucién optima predeterminada para estudios epidemiologicos, con esta dilucién sc evita el efecto de
prozona en la interpretacion de los resultados (Kurstak E. 1986.)
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'suero numero 2 en los pozos 3C y 3D continuando con el suero numero 3
(3E y 3F) para seguir con el 4 en los pozos 3G y 3H, y asi
consecutivamente, de tal forma que el comando de lectura del programa
ELISA pudiera identificar los sueros especificos de cada animal por el
patréon de lectura. (Figura 4). Después, se agitaron las placas por un
minuto. Posteriormente, se colocaron las placas con su cubierta de
plastico en una estufa a 37 °C durante una hora para luego aplicar la
solucion lavadora en 3 ocasiones y después retirar el exceso de humedad
con un lienzo. Se agregaron 30 ul de conjugado IgG de conejo anti IgG de
bovino marcado con peroxidasa de rabano picante (diluido 1:8000 en
solucion amortiguadora Tris). Se cubrieron con su tapa, se agitaron por un
minuto, y se incubaron a 37°C durante 30 minutos. Nuevamente a las
microplacas se les aplicé 3 veces la solucion lavadora y se secaron en un
lienzo. Por ultimo, se agregaron 100 ul por pozo de substrato el cual
estuvo compuesto por ABTS¢ mezclado con per()xido. de hidrogeno al 30%
en una solucion citrato con pH 4 que estuvo formada por acido citrico,
agua destilada y NaOH. Previamente con una cantidad minima de
conjugado sobrante, se verificd el correcto funcionamiento del substrato
asegurandonos que este hubiese reaccionado en menos de 2 minutos con
la aparicién de un color verde. Se agitaron las placas por 15 minutos
(tomando como criterio el cambio de color de los sueros testigos positivos).
Para detener la reaccién enzimatica, se agregaron 100 ul por pozo de
solucion paradora (0.1 M de acido fluorhidrico al 48%) usando una pipeta

de 8 o de 12 canales.

b Solucién comercial con Tris base y albumina sérica bovina al 1%
7.2 Azino-Di~(3 Ethylbenz-thiazoline sulfonic acid).

34



6.8.1 Interpretacion de la técnica de ELISA

Inicialmente, los resultados de la prueba de ELISA fueron expresados en
valores de absorbancia. La lectura de densidad optica obtenida se
relaciona con la actividad de anticuerpos; debido a esto, el suero fue
diluido a una concentraciéon que permitiera una evaluacion objetiva del

mismo. En este caso el titulo apropiado se determiné a una dilucién de

' 1:40.

Los resultados se compilaron y almacenaron €n una computadora
conectada en interfase con la lectora mediante un programa de
computacion elaborado para este proposito; este programa realizo la
evaluacién del control de calidad de cada prueba mediante el analisis de
las lecturas, la transformacion a porcentajes de ELISA, el calculo de la
media de absorbancia de los sueros analizados y el calculo de la
desviacion estandar del valor promedio de absorbancia de los sueros

analizados por duplicado.

Se realizo la conversion de los valores de densidad optica (valor crudo
obtenido por el lector de ELISA) a unidades de medida que pudieran
interpretarse mas facilmente (valor procesado). Para esto se utilizaron los
porcentajes de ELISA, los cuales ademas de facilitar la interpretacion,
permitieron estandarizar y definir en una escala de 0 a 100 los resultados
obtenidos 82:88.89,90 Los porcentajes de ELISA se obtuvieron dividiendo los
resultados de la densidad optica de cada suero analizado entre los valores
de la densidad éptica de los sueros testigos positivos en una escala de O a
100% vy asi pudieron proveer un indicador correspondiente a la

concentracion de IgG en el suero problema 42:91,92,
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Con el objeto de establecer un control de calidad de la técnica de ELISA
gue a su vez garantizara la confiabilidad de que los resultados obtenidos
para cada agente, asi como que las comparaciones realizadas entre
antigenos y estratos de la poblaciéon fueran confiables, en cada muestra

procesada se llevo a cabo el calculo de los siguientes indicadores:

Valor discriminatorio. Es aguel que se obtiene a través del calculo de la
media de la densidad optica de cada muestra analizada por duplicado en
la microplaca, de esta se obtiene ademas la desviacion estandar del
promedio (DE). En aquellos casos donde la desviacién estandar excedido un
valor de 0.05, se observd un asterisco en los valores de la lectura lo que
indico la necesidad de repetir la prueba en esa muestra 42:69.21,92_ E] valor
de la diferencia correspondié a una prueba t de estudiante, considerando

la técnica descrita 91.

Razdén Positivo/ Negativo. Es la razén que se obtuvo al dividirse el promedio
de la densidad éptica de los sueros testigos positivos entre el promedio de
la densidad optica de los sueros testigos negativos. Esta razéon se
considera como una medida deé poder discriminatorio de la prueba y en el
caso de que el resultado fue menor de 5, se repitid la prueba con
diferentes sueros testigos, con el fin de garantizar la confiabilidad de los
resultados 91,92.93,94,95

La determinacion de los puntos de corte en valores ya transformados a
porcentajes de ELISA se establecié tomando como criterio el valor
correspondiente a tres veces la desviacion estandar hacia la derecha de la
media observada en lo.s sueros negativos representados por medio de un

histograma, de la poblacién probada contra cada agente infeccioso

42,43,44,45,66,67,68,69,91,92,93,94,95
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La expresion de los resultados se realizé con un lector automatico de
ELISA™ a una onda de absorbancia de 405/450 nm. Los resultados se
registraron y almacenaron en una computadora conectada en interfase
con el lector mediante un programa de computacion elaborado para este
propdsito, que realizd la evaluacion del control de calidad de cada prueha
mediante el analisis de las lecturas, la transformacion a valores de
porcentaje de ELISA, el calculo de la media de absorbancia de los sueros
trabajados por duplicado y el calculo de la desviaciéon estandar del
promedio. El reporte por placa individual mostré las lecturas de densidad
Optica y sus valores transformados a porcentaje de ELISA, asi como un
histograma de resultados por microplaca ademas del final acumulado, con
el objeto de tener una representacion grafica de los resultados de cada
placa y por agente o estrato de la poblacién analizada. Finalmente, por
medio del programa de ELISA se elaboraron los informes finales de
seroprevalencia con la informacion de los animales muestreados y los
resultados obtenidos en porcentaje de ELISA, asi como el porcentaje de
animales positivos de acuerdo al punto de corte establecido. Estos
resultados generales y especificos permitieron el analisis estadistico de la
seroprevalencia general asi como de la seroprevalencia en funcién de la
edad, del sexo, presencia o ausencia de la gestacién y sus diversas
combinaciones. Para este propésito, se realiz6 la inclusion de estos datos a
un programa de DataBase III Plus™ para obtener los informes finales en
los que se incluyd la especie animal, sexo, raza, funcién zootécnica,
gestacion y sitio de muestreo, ademas de otras variables de prevalencia
general, asi como el resultado individual por antigeno de cada suero
procesado y los valores de puntos de corte para la interpretacion de cada

respuesta a determinado antigeno. Estos resultados globales e

" Dynatech modelo MRSR0.
“* dBASE HI PLUS version 1.1 Ashton — Tate 1985-1986.
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individuales permitieron el analisis y evaluacion epidemiologica de la
informacidén. Se realizaron informes de la prevalencia (estudios de corte de
seccion estaticos), usando paquetes estadisticos como <<Epi Info>> (Epi6),

* ok

<<Epistat>> y <<Statgraf >>. Las graficas y hojas de calculo fueron

dek e e

generadas usando <<Excel 2000>>."* Se llevo a cabo el calculo de los
intervalos de confianza a los resultados obtenidos de seroprevalencia

aparente utilizando el paquete estadistico <<Epistat>>.

6.9 Analisis estadistico de los datos
Se determiné la seroprevalencia general y especifica; a los resultados
obtenidos se les realizd un analisis estadistico de frecuencias, con la

prueba de Ji cuadrada, utilizando un nivel de confianza del 95% 3.

6.10 Cilculo de la seroprevalencia real y valores predictivos.

Se realizo el calculo de la seroprevalencia -real para cada agente a partir de
la seroprevalencia aparente, asi como de la sensibilidad y especificidad; de
la misma manera se determinaron los valores predictivos positivo y
negativo para cada agente con ¢l uso de cuadros de doble entrada a partir
de los valores de sensibilidad y especificidad reportados por la literatura.
En el caso de B. abortus, la sensibilidad reportada fue de 99.6% y la
especificidad fue de 98.6% 2. Para B. burgdorferi la sensibilidad reportada
fue del 84.8% y la especificidad fue del 100% 31,97, En L. hardjo se usé una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 99.4% 98 y para M. bouis, la
sensibilidad se reportd de 56.4% y la especificidad de 65.6% ©°. Se
utilizaron cuadros de contingencia para llevar a cabo los calculos de las

caracteristicas de la prueba de escrutinio (ELISA indirecta) utilizada.

™" Epi Info, versioh 6 A word-processing Database and statistics Program for Public Health on IBM
Compatible Microcomputer, 1994, -
Microsoft ® Excel 2000 (9.0.2812) Copyright © 1985 — 1999 Microsoft Corporation.
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6.11 Analisis de la concordancia entre pruebas seroldgicas

Se llevaron a cabo las concordancias entre las técnicas de ELISA indirccta
y de tarjeta asi como con la prueba de Rivanol, en el caso de B. abortus.
Para realizar la concordancia entre estas técnicas se utilizaron 31
muestras de suero (aproximadamente el 10% de las que se colectaron por
ano). A aquellos sueros que fueron positivos a la prueba de tarjeta se les
realiz6 la prueba de Rivanol. En el caso de Leptospira se compararon los
resultados de algunos sueros por ELISA indirecta con los obtenidos por

aglutinacién microscépica utilizando 42 muestras de suero colectadas en

1998.

6.12 Prueba de tarjeta

Se requirieron muestras de suero no hemolisado y antigeno autorizado
(cepa 1119-3 de B. abortus, tefiido con Rosa de Bengala en acido lactico,
pH de 3.65 + 0.05, concentracion celular del 8%).

Se colocaron los sueros y el reactivo 30 a 60 minutos a temperatura
ambiente y pH de 3.65 con el fin de favorecer la aglutinacion. Se coloco 30
ul de suero en cuadros sucesivos de la placa siguiendo un orden de
izquierda a derecha y de arriba abajo. Posteriormente, se depositaron 30 ul
de antigeno al lado de cada gota de suero, para evitar que la reaccion
antigeno-anticuerpo se inicie. Se procedié a mezclar al momento.de la
| lectura, considerando que es importante lograr una mezcla homogénea.
Los resultados de la prueba de tarjeta solamente arrojaron dos
clasificaciones: positivos o negativos, dependiendo de la presencia o

ausencia de aglutinacion, segun sea el caso.
6.13 Prueba de Rivanol

l.os sueros y el reactivo se dejaron de 30 a 60 minutos a tempertura

ambiente. Luego, con pipetas de 1 ml, con punta diferente para cada
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7. RESULTADOS

7.1 Seroprevalencia general

Las tasas de seroprevalencia general aparente observadas durante el ano
de 1996, se exponen en la Figura 5. Estos resultados mostraron que
Leptospira interrogans serovar hardjo (L. hardjo); se encontréo con la mas
alta seroprevalencia (31.1%), seguido por Borrelia burgdorferi (B.
burgdorferi); que presentd una seroprevalencia de 12.5%. Del mismo modo,
se observo para Brucella abortus (B. abortus); 9.3% y en el caso de

Mycobacterium bovis (M. bovis) una seroprevalencia del 7.3%.

Para el afio de 1998, los resultados de seroprevalencia general aparente
también representados en la Figura 5, mostraron una seroprevalencia de
17.0% contra L. hardjo y que en comparacién con la seroprevalencia
obtenida en 1996, fue catorce puntos porcentuales menor, de tal manera
que se encontré una diferencia estadisticamente significativa (P<0.05])
entre estos valores. En el caso de B. burgdorferi, la seroprevalencia contra
este agente se incrementd al 15.6% y contra B. abortus la seroprevalencia
fue de 9.5% mientras que para M. bovis 5.8% (Cuadro 2]. No se
encontraron diferencias estadisticamente  significativas entre las
seroprevalencias generales de 1996 y 1998, en los casos de B. abortus, B.

burgdorferiy M. bovis {Cuadro 3).

7.2 Seroprevalencia por sexo

Al llevarse a cabo la estratificacion de la poblacién tomando en cuenta el
sexo de los animales, en la poblacion muestreada en 1996, la
- seroprevalencia por sexo fue generalmente mayor e€n el caso de las
hembras: en el caso de L. hardjo, estas presentaron una seroprevalencia de

32.7%; B. burgdorferi, 13.6%; B. abortus, 9.9% y M. bouvis, 7.8%, mientras
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‘que para los machos, se obtuvo una seroprevalencia de L. hardjo de 19.5%,

B. burgdorferi, 5.9%; B. abortus, 4.9% vy M. bovis, 3.9% (Cuadro 4).

Para el afio de 1998, la seroprevalencia por sexo fue también mayor en el
caso de las hembras, de tal modo que para L. hardjo la seroprevalencia fue
de 17.3%; para B. burgdorferi, 16.2%, y para M. bovis, 6.0%; mientras que
para los machos, se obtuvo una seroprevalencia de L. hardjo de 13.8%;
contra B. burgdorferi igual a 10.3%, y para M. bovis, 3.4%. Sin embargo en
el caso especifico de B. abortus la seroprevalencia en machos fue mayor

(13.8%) que en hembras (9.0%) (Cuadro 5).

Nuevamente, en el Cuadro 3 se observa que las Unicas diferencias
estadisticamente significativés (P<0.05) que se encontraron, fueron al
comparar las seroprevalencias contra L. hardjo entre los estratos de
hembras {1996 y 1998), mientras que para los tres agentes restantes no se
encontraron diferencias al compararse entre si los estratos de machos y

hembras asi como el ano de realizacidon del muestreo.

7.3 Seroprevalencia por edad

El criterio adoptado para llevar a cabo la estratificacion de la poblacion
muestreada conforme a estratos de edad fue el de dividir a los animales de
acuerdo al manejo regional en 3 grupos (animales jovenes < 4 meses,
desarrollo >4 a 36 meses, y adultos > 36 meses, ¢poca promedio al primer
parto), En la Figura 6 que representa al afo de 1996, se observa que
contra B. abortus hubo una seroprevalencia en el caso de los animales
jovenes de 5.9%, en los animales en desarrollo la seroprevalencia fue de
9.5% y en los adultos fue de 10.2%. Contra B. burgdorferi, los becerros
tuvieron una seroprevalencia de 9.8%; los animales en desarrollo, 6.0% y

en los adultos, 24.3% (Figura 7). En el caso de L. hardjo, la seroprevalencia
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en becerros fue de 25.5%, de 34.5% en los bovinos en desarrollo y de
30.5% en los adultos (Figura 8). Por ultimo, contra M. bovis, la
seroprevalencia en becerros fue de 5.9%, en animales en desarrollo fue de

4 3% vy de 9.6% en los adultos (Figura 9).

Durante el afio de 1998, en el caso de los animales jovenes, se encontro
una seroprevalencia contra B. burgdorferi del 13.6%, L. hardjo, 11.4%, B.
abortus 6.8% y en el caso de M. bovis 6.8%. En los animales en desarrollo,
se encontrd una seroprevalencia contra B. burgdorferi de 18.5%, L. hardjo
16.3%, B. abortus 13.0% y contra M. bovis 2.2%. En los animales en
produccién (adultos), la seroprevalencia contra L. hardjo fue de 19.0%,
para B. burgdorferi fue de 14.5% para B. abortus 8.2% y en el caso de M.
bovis 7.8% (Figura 10). '

En el Cuadro 6'y 7 respectivamente, se muestran y se comparan las tasas
de seroprevalencia por edad, con sus respectivos intervalos de confianza

(95%), de 1996 y 1998,

Al realizar las comparaciones estadisticas entre los diferentes estratos de
edad y afio de muestreo se encontraron diferencias significativas {(P<0.05],
en el caso de L. hardjo entre los estratos de animales en desarrollo de 1996
y el mismo estrato de 1998, de la misma manera, para L. hardjo se
observaron diferencias significativas estadisticas entre los animales en

produccién muestreados en 1996 y 1998.

En el caso de M. bovis se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las seroprevalencias presentadas por los becerros y los

animales en produccion en 1998 (Cuadro 3).
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7.4 Seroprevalencia por sexo-edad

En la Figura 11 se resumen y se comparan las seroprevalencias por sexo y
edad que presentd la poblaciéon muestreada en 1996, y en la Figura 12,
1998.

Del mismo modo, en el Cuadro 6, se muestran el numero de animales por
cada estrato de sexo-edad, asi como afno de muestreo y las tasas de

seroprevalencia observada en cada uno de ellos.

Anailisis estadistico de los estratos “sexo - edad”.

En el Cuadro 8 se muestran los resultados del analisis estadistico de éada
uno de los estratos tomando en cuenta los diferentes grupos de sexo y
edad. Al llevarse a cabo las contrastaciones entre los diferentes grupos se
encontro que:

» La tasa de seroprevalencia contra L. hardjo observada en los bovinos
machos en desarrollo, contra la tasa encontrada en los sementales
en el muestreo realizado en 1996, fue estadisticamente diferente (P =
0.035) .

e Existieron diferencias estadisticamente significativas (P = 0.013) al
comparar la seroprevalencia contra L. hardjo, entre machos vy
hembras en produccion muestreados en 1996.

* No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al
comparar algin otro estrato de sexo y edad, ni tampoco en ninguno

de los tres agentes zoondticos restantes diferentes a L. hardjo.

7.5 Seroprevalencia en funcion de la gestacion.
En funcién de la presencia o ausencia de la gestacién en las hembras en
edad reproductiva, se observd lo siguiente: durante 1996, se observd que

algunas hembras gestantes en desarrollo (vaquillas de primer parto),
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tuvieron las siguientes seroprevalencias: contra L. hardjo, 47.0%; B.
burgdorferi 11.8% y 5.9% contra B. abortus; mientras que contra M. bouvis
5.5%. En las hembras gestantes adultas las seroprevalencias fueron: 5.
abortus, 21.3%; L. hardjo, 20.5%; B. burgdorferi, 14.7% y M. houis, 9.3%.
En las hembras en desarrollo no gestantes se encontraron anticuerpos
contra L. hardjo en el 34.9%, contra M. bovis 9.3%; y contra B. abortus y B.
burgdorferi, la seroprevalencia fue de 4.6%, mientras que en las vacas
- adultas no gestantes, las tasas fueron: L. hardjo, 31.6%; B. burgdorfen,

18.9%,; M. bovis, 9.5% y contra B. abortus, 6.3% (Figura 13). -

En la Figura 14 se observa que durante 1998 se encontré que las hembras
en desarrollo gestantes tuvieron una seroprevalencia de 27.3.% contra L.
hardjo, y en el caso de B. abortus y B. burgdorferi, 9.1%; mientras que el
mismo estrato fue seronegativo a M. bovis. Las vacas adultas gestantes
tuvieron 14.5% de seropositivas contra L. hardjo, 11.5%, M. bovis 9.8% vy
contra B. burgdorferi y B. abortus 6.5%, mientras que en las hembras en
desarrollo no gestantes se encontraron anticuerpos contra B. burgdorferi
en el 21.6% de las vaquillas, 16.2% contra L. hardjo, B. abortus, 13% vy
para M. bouis, la seroprevalencia fue de 5.4%. En el caso de las hembras
adultas no gestantes las seroprevalencias contra B. burgdorferi y B.
abortus decrecieron en relacién a las encontradas en las hembras en
desarrollo aunque no de manera dramatica (17.0% y 9.1%
respectivamente), mientras que la seroprevalencia contra L. hardjo, se

incrementd en estas hembras a 25.0% y a 5.7% contra M. bovis (Cuadro 9).

El analisis estadistico de este estrato se muestra en el Cuadro 10 y arrojo

los siguientes resultados:
e En el caso de B. abortus, se observaron diferencias estadisticamente

significativas (P = 0.027} entre las hembras adultas gestantes y las
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hembras adultas no gestantes muestreadas en 1996. De la misma
manera, en este agente la seroprevalencia encontrada en hembras
adultas gestantes en 1996 fue estadisticamente diferente (P = 0.046),
a la seroprevalencia encontrada en 1998 en el mismo estrato.

» Hubo diferencias estadisticamente significativas, (P = 0.003} entre
las seroprevalencias contra L. hardjo observadas en hembras cn
desarrollo no gestantes durante 1996 y 1998.

s Se observaron diferencias estadisticas significativas (P =0.0001}, en
las seroprevalencias contra M. bouis, al comparar a las hembras en
desarrollo gestantes contra las hembras adultas gestantes en los
anos 1996 y 1998.

7.6 Seroprevalencia por explotacién muestreada.

De la misma manera se calculé la seroprevalencia aparente contra los
cuatro agentes zoonoticos bacterianos en cada explotacion incluida en este
estudio donde se pudo observar que efectivamente hubo variaciones
importantes en las tasas de seroprevalencia entre ranchos y afos de

muestreo. (Cuadro 11}

7.7 Resultados de la seroprevalencia general real y valores predictivos
de la técnica de ELISA indirecta

Se obtuvieron las seroprevalencias generales reales, las cuales fueron para
1996, en el caso de B. abortus de 10.5%, y de 10.9% en 1998, para B.
burgdorferi en 1996, la seroprevalencia real fue de 10.5%, y en 1998 fue de
' 13.3%. La tasa para L. hardjo en 1996 fue'de 31.7% y de 17.7% en 1998,
mientras que para M. bovis, la seroprevalencia real fue de 38.9% en 1996 y
de 35.7% en 1998. Se calcularon también los valores predictivos positivo y
negativo, asi como la certeza o precision en cada uno de los agentes

zoonoticos estudiados, los cuales se muestran en el Cuadro 12.
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7.7.1 Resultados del analisis de concordancia entre pruebas
serologicas

En el caso del muestreo serolégico para el diagndstico epidemiologico de B.
abortus, se compararon los resultados arrojados por la técnica de ELISA
indirecta con los obtenidos por la prueba de tarjeta y rivanol. La
concordancia calculada fue baja o pobre de acuerdo con el criterio de

interpretacion.

Para el diagnostico epidemiolégico de L. hardjo, se calculd la concordancia
entre los resultados reportados por la técnica de ELISA indirecta y
aglutinacion microscopica. El valor de concordancia calculado fue también

bajo (Cuadro 13).

7.8 Evaluacién de la respuesta vacunal contra la rabia por la técnica

de ELISA

7.8.1 Resultados de 1996
Los resultados en el ganado muestreado en el ano de 1996 fueron los

siguientes:

Al realizar la técnica de ELISA indirecta en los sueros de animales
vacunados contra derriengue, se encontré que 38 (11.0%) obtuvieron un
porcentaje de ELISA > 80. Este valor se considerd como suficiente para
denominar a un animal como “protegido” obedeciendo a que este
porcentaje es analogo al titulo de seroconversidon de anticuerpos contra la
rabia. Este resultado general muestra una baja e inadecuada “inmunidad

de hato” en las poblaciones incluidas en este estudio.
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En los resultados obtenidos tomando en cuenta el sexo de los animales
muestreados, se encontré que en los machos, el porcentaje de bovinos
protegidos fue del 7.8%, mientras que el de las hembras fue del 11.6%. No
se encontré diferencia estadisticamente significativa tomando en cuenta ¢l

sexo de la poblacion muestreada.

La frecuencia de animales protegidos en 1996, estratificando a la
poblacion en funcion de la edad de los mismos se pudo observar de la
siguiente manera: En los animales jévenes hubo un 7.1%, en los animales
en desarrollo se encontré un 11.3% y en los animales adultos o en

produccion, el porcentaje de protegidos fue del 12.0% (Figura 15).

De igual manera, tomando en cuenta el sexo y la edad de los animales se
observd que las becerras tuvieron un 8.1% y los becerros un 5.3%; en las
hembras en desarrollo hubo un 9.3% de bovinos protegidos, mientras que
en los machos en (_iesarrollo el porcentaje fue de 27.3% y por ultimo, en las
hembras en producciéon hubo un 13.5%, y de los 21 sementales

muestreados ese ano, no se encontraron protegidos.

De la misma forma, se definieron los porcentajes de animales con un valor
de ELISA > 80 “protegidos” y en los cuales se puede apreciar que ninguna
de las 16 explotaciones incluidas en ese afno alcanzaron un porcentaje de!

65% de proteccion tal y como se observa en el Cuadro 14.

Por ultimo, tomando en cuenta la presencia o no de gestacion en las
hembras en edad reproductiva, se observé una frecuencia de hembras
protegidas del 11.7% en vacas gestantes y del 12.2% en hembras no
gestantes. No obstante, la edad de estos animales también puede

representar un sesgo en los valores citados previamente, por lo cual sc
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realizo el analisis citando estas dos variables (edad y gestacion) de manera
simultanea, obteniéndose en aquellas hembras en desarrollo, que ademas
estaban gestantes, no se encontraron hembras protegidas, mientras que
en las hembras en producciéon — gestantes, la tasa de animales protegidos
fue de 14.7%. En el caso de las hembras en desarrollo “vacias”, la tasa de
protegidas fue de 9.3%, mientras que para las adultas no gestantes [ue de

13.5%.

En el analisis estadistico realizado a los resultados obtenidos, solamente
se encontré una diferencia estadisticamente significante { P = 0.015) entre

los estratos de becerros y bovinos adultos en el ano de 1996.

| 7.8.2 Resultados de 1998

En el ganado muestreado en 1998, los resultados fueron los siguientes:

Se encontrd al 10.5% de los bovinos con un porcentaje -de ELISA > 80, al
igual que en 1996, la “inmunidad de hato” en las poblaciones incluidas en

este estudio fue baja e inadecuada.

En ninguna de las 13 explotaciones incluidas en ese afio, el numero de
animales con un porcentaje de ELISA > 80 (protegidos) fue igual o mayor al
65% (Figura 16).

Tomando en cuenta el sexo de los animales muestreados, se observd que
de los 29 machos estudiados, ninguno tuvo un porcentaje de ELISA > a

80, mientras que el de las hembras fue del 11.7%
Nuevamente, la Figura 15 muestra la frecuencia de animales protegidos

tomando en cuenta la edad de los mismos, y esta mostro que en los

animales jovenes se presento el 8.9% de protegidos, en los animales en
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desarrollo hubo un 17.6% y en los animales adultos ¢ en produccion, ¢l

porcentaje de bovinos protegidos fue del 9.5%.

De igual manera, tomando en cuenta ¢l sexo y la edad de los animales se
encontré que en las becerras el porcentaje de protegidos fue de 10.5% y los
becerros fueron seronegativos, en las hembras en desarrollo hubo un
20.8%, mientras que los machos en desarrollo fueron también
seronegativos y por ltimo, en las hembras en produccion hubo un 10.0%,

y los sementales al igual que los becerros y toretes fueron seronegativos.

Al realizar el analisis de la poblacién tomando en cuenta la presencia o no
de gestacion en las hembras en edad reproductiva, se observo una
frecuencia de hembras protegidas del 6.9% en vacas gestaﬁtes y del 15.2%
en hembras no gestantes. En las hembras en desarrollo gestantes, se
observé un 9.1% de hembras protegidas, mient‘ras que en las hembras en
produccién gestantes, la tasa de animales protegidos fue de 6.5%. Del
mismo modo, en las hembras en desarrollo no gestantes hubo un 21.6%

de protegidas y en las adultas el porcentaje fue de 12.5.

En el caso especifico de Rv se puede apreciar que el nimero de animales
- con un porcentaje de ELISA > 80 tendio a disminuir durante los 2 anos en

que se realizo el estudio.

7.9 Seguimiento prospectivo longitudinal de 35 animales 1996 - 1999
En este estudio se llevé a cabo el seguimiento particular de 35 animales
existentes al inicio del estudio en 1996 y que se encontraban vivos al final
del estudio en 1999 con la finalidad de estudiar la dinémica de la
respuesta serolégica en los mismos animales a tra&és del tiempo (Cuadro

1),
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En la Figura 17 se representan los resultados de seroprevalencia general
de los 35 animales muestreados contra los cuatro agentes zoonoéticos
bacterianos. En 1996 dichos animales tuvieron una seroprevalencia contra
B. abortus del 20.0%, contra B. burgdorferi 51.4%, L. hardjo 22.9% vy
contra M. bovis de 15.7%.

En 1998, las seroprevalencias generales fueron las siguientes: B. abortus
14.3%; B. burgdorferi 22.9%, L. hardjo 22.9% y M. bovis 17.1%. Por ultimo,
en 1999, B. abortus se encontré en el 2.8%, contra L. hardjo, 22.8%,
mientras que contra B. burgdorferi y M. bovis, los animales muestreados

fueron seronegativos

La composicion de la muestra en cuanto a la edad de los animales al inicio
del estudio (1996), dejé ver que habia un becerro, 6 animales en desarrolio
y 28 animales adultos de acuerdo al criterio de clasificacion senalado
anteriormente. Las seroprevalencias encontradas se representan en el
Cuadro 15, donde se puede observar que tiende a incrementarse en los
animales en desarrollo respecto a los becerros y después se aprecia un

ligero descenso cuando los animales son adultos.

Las seroprevalencias observadas en las hembras tomando en cuenta la

presencia o ausencia de la gestacion fueron las siguientes:

En el afo de 1996, las vacas gestantes tuvieron una seroprevalencia
contra B. abortus de 30.8%; B. burgdorferi 46.1%, L. hardjo 23.1% y contra
M. bovis 7.7%. En las hembras no gestantes la seroprevalencia contra B.
abortus fue 20.0%; B. burgdorferi 53.3%, contra L. hardjo 33.3% y M. bovis
13.3%.
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En 1998 las hembras gestantes tuvieron contra B. abortus 17.7%; B.
burgdorferi 29.4%, L. hardjo 35.3% y M. bovis 17.6%. En las no gestantes,
contra B. abo'rtus 16.7%; B. burgdorferi 25.0%, L. hardjo 8 3% y contra M.
bovis 16.7%.

Finalmente, en 1999 los resultados fueron: B. abortus 5.3%; B. burgdorferi
26.3%. En las hembras no gestantes, contra B. abortus fueron
seronegativas; contra B. burgdorferi 33.3%. En los casos de L. hardjoy M.
bouis, tanto las hembras gestantes como vacias fueron seronegativas en

este ano (Figura 18 y 19).

En el caso de la seroprevalencia por sexo, no se llevaron acabo
comparaciones debido a que solamente se muestrearon 2 sementales en
relacidon a 33 hembras seleccionadas en este estudio; sin embargo, el
semental No. 44 de cinco anhos de edad en 1‘996 fue seropositivo a B.
burgdorferi durante los tres anos del estudio y ¢l semental No. 24 de 6

anos de edad en 1996, fue seronegativo a los cuatro

En el caso de rabia paralitica, se obtuvieron los resultados generales de
animales protegidos; en 1996, 37.1%, en 1998, 22.9% y en 1999 el 8.6%
de animales protegidos. También se definieron los resultados de cada uno

de los ranchos muestreados en este ano.

Al igual que en el estudio transversal realizado en 1996 y 1998, no se-
encontré en ninguno de los 7 ranchos muestreados el 65% o mas de
~animales que hubieran presentado seroconversion, a excepcion del rancho
Argentina, el cual no fue considerado pues solamente se muestreé un

animal en esa explotacion en ese afio.
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En el analisis estadistico se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al contrastar los resultados de B. burgdorferi (P = 0.030) y L.
hardjo (P = 0.048) entre los estratos de becerros, desarrollo y produccion

en 1996,
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suero, se colocaron 0.4 ml de solucién de Rivanol en cada tubo de ensayo.
Se procedi6é a mezclar de inmediato por agitacion y dejar reposar por 20 a
30 minutos. Posteriormente, se centrifugd la muestra a 200 g por 5
minutos, para luego extraer con la ayuda de una micropipeta o pipeta
serolégica 0.08, 0.04, 0.02 y 0.01 ml (80, 40, 20 y 10 pl respectivamente)
del sobrenadante. Cada una de las cantidades se depositaron en un
cuadro de la placa de vidrio de iiquierda a derecha de arriba abajo,
dejando un cuadro limpio entre cada una de las gotas. Junto a cada una
de las gotas, se depositaron 0.03 ml de antigeno e inmediatamente se
" mezclaron con un palillo diferente, extendiendo la muestra en un area de 2
cm de diametro, las diluciones se empezaron de la mas alta a la mas baja.

Las equivalencias se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Equivalencias de las diluciones para la Prueba de Rivanol.

Volumen de suero Dilucion
bovino
0.08 1:25
0.04 1:50
0.02 1:100
0.01 1:200

Se completé la homogenizacién de las muestras por la rotaciéon de la placa
inclinandola suavemente de un lado a otro unas cuatro veces y se dejo
reposar por 6 minutos, se volvio a rotar la placa y nuevamente se dejo
reposar durante 6 minutos. De acuerdo a la NOM contra la brucelosis, la
interpretacion de la prueba de Rivanol se realiz6 de la siguiente manera:
Positivo. Cuando existié aglutinacion y los grumos estuvieron separados
por un liquido claro.

Negativo. No hay aglutinacién.
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Fueron positivos los sueros de animales no vacunados que presenten
aglutinacién en cualquier dilucién desde 1:25 a 1:200.

En ganado vacunado, la dilucién 1:50 se consideré como positivo.

De la misma manera se llevo a cabo la concordancia entre las técnicas de
ELISA indirecta y de aglutinacién microscopica, en el caso de Leptospira
interrogans serovar hardjo. Para realizar la concordancia entre estas
técnicas se utilizaron 41 muestras de suero bajo el mismo criterio que en
el caso de la brucelosis. Cabe sefialar que las muestras fueron probadas
contra 12 serovariedades distintas de Leptospira (L. hardjo, L. canicola, L.
pyrogenes, L. hebdomatis, L. grippotyphosa, L. icterohemorrhagiae, L.
canicola Portland Vere, L. pomona, L. wolffi, H89 “L. hardjo aislamiento

nacional”, L. tarassovi y L. icterohemorrhagiae aislamiento Palo Alto).

6.14 Prueba de aglutinacidon microscépica

Se depositaron 0.1 ml de suero en un tubo de ensayo; se agregaron 2.4 ml
de solucién amortiguadora de fosfatos (SAF) y se mezclaron para obtener
una dilucion de 1:25. A las microplacas, se les adiciond 50 ul de SAF al
segundo y tercer pozo. Posteriormente, al segundo pozo se le agrego la
dilucién 1:25, obteniéndose una dilucién 1:50. Los 50 ul obtenidos de la
dilucién 1:50 se mezclaron con los 50 pl de SAF del tercer pozo
obteniéndose una dilucién 1:100. Posteriormente, se agregaron 50 ul de
~cada antigeno, lo que finalmente dio un total de 100 ul por pozo y
diluciones finales de 1:50, 1:100 y 1:200.

Se incluy6é un control negativo con SAF y antigeno de los 12 diferentes
serovares de Leptospira, uno por pozo; después, se dejo incubar por 60
minutos en una camara humeda a temperatura ambiente para luego

proceder a la lectura utilizando un microscopio con un condensador de
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campo oscure y un objetivo de. 10X. Con la finalidad de llevar a cabo ia

interpretacion de esta prueba se tomé en cuenta la siguiente Tabla:

Tabla 2. Grado de aglutinacién en cruces y su equivalencia en porcentajes
con la desaparicién de células libres cuando se realiza la observacion
microscopica, en la prueba de aglutinaciéon microscopica 19.

AGLUTINACION CELULAS LIBRES

(-—) 0% 100%
(1+) 25% 75%
(2+) 50% 50%
(3+) 75% 25%
(4+) 100% 0%

La muestra se considerd positiva cuando un titulo de 1:100 o mayor y el
titulo final de anticuerpos correspondié a la dilucion mas elevada en la que

se encontro el 50% de células.

6.15 Prueba de Kappa
La prueba utilizada para establecer la concordancia entre las diferentes
técnicas fue la de el valor de Kappa, que se genero de la férmula:

K= Po-Pe

1 -Pe
Donde Po: Proporcidén de concordancia observada.
Pe: Proporcion de concordancia esperada.
Criterio de interpretacion: k<0.5 Baja

k > 0.5 - < 0.7 Moderada

k > 0.7 Buena a Excelente 7°

6.16 Evaluacion de la respuesta serologica provista por la vacunacién
antirrabica
" Para llevar a cabo la evaluacion de la respuesta serologica contra la rabia

en el ganado muestreado en los tres anos, se incluyeron tanto aquellos
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animales que habian sido vacunados contra derriengue, asi como becerros
gue ain no habian sido inmunizados, con la finalidad de identificar
anticuerpos de origen calostral en los mismos. El punto de corte para
definir a los animales con un “adecuado nivel de inmunidad” (animal
protegido), se tomé a partir de los bovinos que obtuvieron un valor de
porcentaje de ELISA igual o mayor a 80, por lo tanto aquecllos animales que
tuvieron un porcentaje de ELISA menor se consideraron como “no
protegidos”, esto tomado en cuenta las consideraciones del Comité de
expertos de la rabia de la OMS que refieren la actividad viricida
inespecifica y natural del suero de animales no vacunados contra la rabia;
dichos sueros al ser analizados frente a un suero de referencia, se observo
que siempre alcanzaron titulos menores a 0.5 Ul/ml, por lo cual se declaro
que un titulo igual o mayor a 0.5 Ul/ml indica “seroconversion”. Es
imposible asegurar que un titulo determinado indigque proteccion, pues
ésta dependera de la cepa y cantidad del virus inoculada, de la cercania al
sistema nervioso central, asi como del estado fisiolégico de la victima en el

momento de la agresion.

Con la finalidad de establecer una equivalencia real entre los resultados
obtenidos por la técnica de ELISA y el titulo de anticuerpos del suero, se
realizd en un laboratorio particular la prueba rapida de inhibicion de focos
fluorescentes en cultivo de tejidos de rinén de hamster (BHK) a uno de los
sueros utilizados en este estudio con la finalidad de establecerlo como
suero de referencia y asi contar con las unidades equivalentes (UE/ml) de

cada una de-las muestras procesadas por ELISA indirecta.
Del mismo modo, en el analisis que se realizé por explotacion muestreada,

se valord como una “buena inmunidad de hato” a aquellos ranchos donde

al menos el 65% de los animales muestreados tuvieron un porcentaje de
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ELISA > 80, tomando en cuenta que la difusibilidad del agente es
practicamente nula. Se llevé a cabo €l analisis de la respuesta a la vacuna
tomando en consideracion también la edad, el sexo y la presencia o

ausencia de la gestacion de los animales inmunizados contra la rabia.

6.17 Seguimiento prospectivo longitudinal en 35 animales
seleccionados.

Con la finalidad de estudiar de una mejor manera la dinamica de la
respuesta serolégica contra los cuatro agentes zoonodticos, asi como la
respuesta a la vacunacion antirrabica en los mismos animales
muestreados a través del tiempo, se seleccionaron muestras de suero de
35 animales existentes al principio del estudio en 1996 y que se
encontraban vivos en las explotaciones en el ano de 1999, Se
determinaron las seroprevalencias aparentes y frecuencia de animales
protegidos en cada uno de los tres anos y se hicieron las comparaciones
asi como el analisis estadistico con la prueba de Ji cuadrada entre los
resultados de los tres afios, tomando en cuenta la edad y el sexo de los
animales, asl como el estado de gestacidon, analizando ademas las
variaciones en la respuesta serologica contra estos agentes a través del

tiempo.
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8. DISCUSION

8.1 Determinacion del tamaiio minimo de la muestra

El tamafio minimo de muestra calculado para este estudio se obtuvo a
partir de una seroprevalencia estimada previamente en la regiéon. En este
. caso, con el objeto de disefiar una muestra representativa para los cinco
agentes se tomo la seroprevalencia estatal de B. abortus que es del 8% !
esta es la mas baja reportada de entre estas cuatro zoonosis puesto que en
el caso de Leptospira, este agente ha sido reportado con una
seroprevalencia de entre 12 y 14% en ganado bovino del Estado 7® y en los
casos de M. bovis y B. burgdorferi no se ha reportado la seroprevalencia en
la regién ni en el Estado. Es importante recalcar que el sentido de este
estudio no es diagndstico sino epidemiolédgico en el que el analisis de las
variaciones de las diferentes tasas de seroprevalencia obtenidas a través de
la serologia permitié sugerir el comportamiento de estos agentes durante
tres diferentes afios a través de la seroprevalencia general aparente y la
seroprevalencia pdr estrato de edad, sexo y gestacion de la poblacidon

muestreada.

8.2 La técnica de ELISA indirecta

La técnica inmunoenzimatica de ELISA utilizada en este estudio es similar
a la descrita por varios autores como Behymer y colaboradores, %! y
Barajas-Rojas y colaboradores 42.43:44,45,46

Para llevar a cabo la técnica serologica, los sueros obtenidos durante los
diferentes muestreos fueron diluidos 1:40 para ser probados contra cada
uno de los cinco antigenos. Se utilizé la misma diluciéon con el o‘bjeto de
analizar dichos sueros bajo un mismo criterio de concentracion de
anticuerpos. La justificacion de una dilucién 1:40, se avala para estudios

epidemiologicos de tamizaje para conocer perfiles, variaciones vy
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tendencias, ya publicados nacional e internacionalmente. Esta dilucion se
determiné debido a que se ha encontrado una concentracion adecuada de
1gG al estandarizar la técnica inmunoenzimatica, ademas de evitarse los
efectos inmunolégicos conocidos como “prozona y postzona” al realizar un
ensayo inmunologico como ELISA 42.43.44.9091  QOtrg ventaja de analizar
diferentes antigenos con una dilucién estandar de suero es la eficiencia de
la prueba misma, es decir, el mayor numero de muestras posibles, a
menor costo y tiempo, puesto que el hecho de utilizar una dilucién
diferente de suero para cada antigeno requiere de mayor tiempo, material v
por tanto costo, ademas de dificultar la comparacién de los resultados en
funciéon de la interpretacion epidemiolégica que se pueda obtener de los
mismos, puesto que cuando las muestras son probadas a una dilucién
Unica, la técnica de ELISA indirecta provee de una medida
“serﬁicuantitativa” de la actividad de anticuerpos ya que la dilucién unica
permite estimar un titulo a través de curvas estandar al asumir el
paralelismo que existe en una relacion dosis / respuesta (a mayor

cantidad de anticuerpos, se asume una mayor actividad de los mismos) 9.

8.3 Cilculo de la seroprevalencia real y valores predictivos de la
técnica de ELISA

Es importante mencionar que la sensibilidad y la especificidad de la
técnica de ELISA que se utilizé en este estudio no se determiné, debido a
que no se conoce el “estandar dorado” representado por el aislamiento del
agente, o pruebas de referencia suficientemente rigurosas, avaladas por
un diseno del tamafo de muestra necesario para considerarse un estandar
como tal para validar una prueba diagnéstica. Sin embargo, se debe
recordar también que estos parametros son utilizados principalmente de
manera demostrativa y que representan un factor crucial en estudios con

un objetivo diagnéstico mas que de escrutinio, que es el objetivo real de
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este estudio, ademas de tomar en cuenta que €l aislamiento es
gencralmente costoso y dada la variabilidad de la respuesta de los
animales muestreados tendria que hacerse en particular para el estudio de
cada agente y con la poblaciéon especifica en la que se realiza dicha
investigacion. Sin embargo, los sueros testigos positivos y negativos
utilizados fueron los mismos evaluados con pruebas comparativas entre la
Universidad de California Davis y el laboratorio de referencia en Ames,

lowa USDA.

Como patrén de referencia, se utilizé un suero testigo fuertemente positivo
asi como un débil positivo de comportamiento conocido, procedentes del
Estado de Chiapas con la finalidad de conferir primeramente confiabilidad
a la técnica de ELISA, asi como para establecer una escala confiable de 0 a
100% en la cual el valor maximo correspondiese al presentado por el suero
testigo fuertemente positivo y en donde el suero débil positivo y los testigos
negativos ocuparan los porcentajes correspondientes €n dicha escala, por
tanto los valores de absorbancia conferidos por los sueros de la poblacion
muestreada, fueron convertidos a un porcentaje de ELISA en una escala de
0 a 100% establecida por los sueros testigos positivos. Esta forma de
presentar los resultados de la técnica de ELISA indirecta facilito la
comprension y comparacion de los mismos al expresar los resultados en
una escala continua de 0 a 100%, ademas de que esta requirid de una
dilucién Unica del suero para llevarse a cabo. Esta es una ventaja en
estudios epidemiolégicos, tomando en cuenta que existen problemas de
interpretacion de los resultados obtenidos (uso Unicamente de valores de
absorbancia, ausencia de sueros testigos confiables, punto de corte sobre
o sub-estimado, etc); asi como de la validacion internacional de este tipo
de técnicas ya que de los métodos empleados en la expresion de la

actividad de los anticuerpos, ningin criterio se ha adoptado
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universalmente para este tipo de técnicas 52888990 Otra manera de
expresar la actividad de anticuerpos de manera totalmente cuantitativa,
puede ser a través del establecimiento de un logaritmo con el fin de
convertir los resultados obtenidos en porcentaje de ELISA a unidades que

sean directamente proporcionales a la actividad de los anticuerpos.

Con relacion al criterio de selecciéon del punto de corte utilizado en la
prueba de ELISA, es importante mencionar que este se define como el nivel
de actividad de anticuerpos el cual determina el estado de positividad o
negatividad de un individuo dado y que la seleccion del mismo en una
prueba serologica depende de la intenciéon y orientacion de la prueba 90,
En el presente estudio, este se eligio tomando como base estudios previos
realizados en el tropico de México en ganado bovino de doble proposito;
este a su vez, fue considerado para cada uno de los agentes puesto gue asi
se estandarizaron los valores obtenidos con la finalidad de evaluar a cada
agente y asi poder llevar a cabo comparaciones entre ellos en una
poblacion dada. De igual manera, los resultados obtenidos en funcion de
las caracteristicas de la poblaciéon como sexo, estrato de edad y presencia
de gestacion en las hembras en edad reproductiva es posible y permite un
mayor analisis de los resultados. Asi, se pudo aplicar la técnica de ELISA
para el analisis epidemiolégico en la poblacion muestreada 4243, Sin
embargo, considerando que el punto de corte en la prueba de ELISA ha
sido utilizado bajo un criterio de escrutinio o tamiz, en aquellos casos en
los que la seroprevalencia obtenida present6 valores muy altos, existe la
posibilidad de que pudiera haber una cierta influencia en estos valores de
prevalencia por animales falsos positivos; por esto, se considera
conveniente reafirmar estos resuitados a través de técnicas de diagnostico,
principalmente a través del cultivo y aislamiento del agente, tomando en

cuenta los resultados arrojados por la prueba de escrutinio, ya que la
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funcién de estas es precisamente orientar los esfuerzos de diagnostico
sobre aquellos grupos en los que se presenta una mayor probabilidad de
encontrar individuos realmente infectados. Esto reduciria en gran parte el
costo de un estudio, lo cual representa una de las principales limitantes
dentro de los programas de salud animal para los productores de las
. explotaciones pecuarias. Ademas, permite entonces llevar a cabo acciones
encaminadas de vigilancia, control y erradicacion de acuerdo a la situacion

particular de cada agente y poblacion afectada.

El éxito de la prueba de ELISA depende de factores como la calidad del
antigeno, la calidad del conjugado y la calidad de los sueros testigos,
aunados a una interpretacion correcta de los resultados, ademas de su
evaluaciéon epidemiolégica. Como medidas de control de calidad tendientes
a garantizar que los resultados obtenidos son confiables, precisos,
comparables y reproducibles, se puede citar que la preparacion y
mantenimiento de los .antigenos y demads reactivos utilizados en la técnica
de ELISA, se realizd de acuerdo a las recomendaciones internacionales
82,88,89,90: (e esta manera, los sueros testigos asi como los sueros a
probarse fueron resguardados en recipientes plasticos especiales y
mantenidos en un congelador Revco a - 70° C hasta el momento de su

utilizacion en el laboraterio.

Los antigenos utilizados en la prueba de ELISA fueron generalmente
preparaciones crudas; es decir, se utilizé el antigeno celular completo de
tres de los cinco agentes con el objeto de llevar a cabo el estudio
seroepidemioldgico, puesto que con este tipo de antigeno, un suero puede
ser monitoreado para detectar anticuerpos contra agentes de enfermedad
dentro del nivel de género, abarcando las especies existentes dentro de

este, no obstante que la apariciéon de reacciones cruzadas pueden interferir
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con la confiabilidad de los resultados. Como ejemplo se puede citar el caso
de la Leptospira, en la que se conoce que existen reacciones cruzadas entre
diferentes serovares y aunque se sabe que este tipo de reacciones son
mucho mas frecuentes en humanos, también se presentan en los

animales. 99

En este estudio en los casos de los antigenos B. abortus, B. burgdorferi y L.
“hardjo se utilizd el antigeno celular completo para la técnica de ELISA
indirecta; mientras que en el caso de M. bouvis se utilizé6 un derivado
proteinico purificado considerando que la respuesta inmunitaria que
confiere dicho agente de manera primaria es la respuesta celular; por
tanto, es necesario utilizar un antigeno adecuado que confiriera un mayor

grado de especificidad a la prueba inmunoenzimatica.

8.4 Concordancia de la técnica de ELISA indirecta con otras pruebas

La técnica de ELISA ha sido reconocida como una’ técnica altamente
sensible y especifica de gran utilidad en el diagnéstico y escrutinio de las
enfermedades infecciosas 82888290 A diferencia de otros estudios
realizados en nuestro pais, por ¢jemplo en el caso de 'L. hardjo, en donde
los resultados obtenidos por la técnica de ELISA en comparacion con los
obtenidos por la prueba de aglutinacién microscopica concuerdan en un
92% en un estudio realizado en ganado bovino del tropico de Méxica 42:69,
la concordancia resultante entre la técnica de ELISA indirecta con la
prueba de tarjeta, rivanol y aglutinaciéon microscopica respectivamente fue
baja. Esto puede explicarse tomando en cuenta el numero de muestras
utilizado para dicho analisis que fue de 30 para las pruebas de tarjeta y
rivanol y de 42 para la concordancia con la prueba de aglutinacion
microscopica, ademas de no olvidar que esta prueba inmunoenzimatica es

mucho mas sensible inmunologicamente hablando, ya que requiere de una
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cantidad de anticuerpos significativamente menor para interpretar un
resultado positivo a través de un lector de densidad éptica que en el caso
de una prueba que necesariamente debe interpretarse a un nivel
macroscopico como lo es una aglutinacién y que requiere de experiencia
para su correcta interpretacién. Otra posibilidad que no debe dejar de
mencionarse, es que la técnica de ELISA no haya podido identificar
adecuadamente las muestras positivas y negativas debido al tipo de
antigenos utilizados, aumentando asi, el numero de falsos positivos,

principalmente.

8.5 Seroprevalencia general

Este estudio seroepidemiolégico ha mostrado evidencia de exposicion de
estos animales a los antigenos de los agentes zoonéticos investigados.

Al momento de la realizacion de los muestreos durante los tres diferentes
afios no se presentaron casos clinicos que manifestaran estas
enfermedades, por lo cual se asume que se muestrearon animales
clinicamente sanos tratando de ponerse de manifiesto el caracter
subclinico de estas zoonosis en la poblacién, ya que a pesar de gque los
productores no notificaron casos de tuberculosis y brucelosis en sus
animales y de que algunos de ellos poseen hatos libres; otros no estan
inscritos en la campana de erradicacién. Ademas, si han existido casos de
rabia paralitica y varios problemas reproductivos como abortos, infertilidad
y nacimiento de becerros débiles. Cabe sefialar que en algunos ranchos
muestreados se pudo observar la explotacion de otras especies en
conjuncién con el ganado bovino tal como el ganado ovino principalmente
asi como equino, inclusive en algunas de las explotaciones, la presencia de
perros que conviven libremente con el ganado pudiera llegar a ser un
factor importante en la transmision de agentes infecciosos; ademas, es

conocido que la regiéon tropical de nuestro pais e€s endémica a la
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infestacién por garrapatas y a pesar de que el género Boophilus es el mas
importante, resultarda recomendable en el futuro llevar a cabo mas
estudios sobre la borreliosis en México, ya que este trabajo ha mostrado
evidencia de seropositividad en el ganado estudiado durante dos de los
tres aflos en que se realizdé el mismo, a pesar de que Ixodes ricinus no se
encuentra en Meéxico, otras especies de Borrelias transmitidas por
Boophilus si pudiesen existir, por lo cual es necesario concretar estas
hipotesis a través de muestreos en humanos, equinos y perros de la
region, con técnicas de escrutinio mas especificas y con el uso de pruebas

diagnosticas confirmatorias como Western blot.

Las implicaciones en la salud publica que tiene la presencia de estos
agentes en la poblaciéon bovina de la regién revisten una serie de riesgos
que resultan importantes de definir y analizar en estudios posteriores
debido a que una buena parte de la poblacién labora en este tipo de
explotaciones por lo cudl tiene un contacto estrecho con estos animales, ya
sea a través de la crianza y explotacion en los diferentes ranchos de la
region asi como en los procesos de sacrificio y consumo de los productos y
subproductos del ganado bovino. De ahi que la presentacion de casos sc
vea reflejada en las estadisticas de los servicios de salud locales y
estatales, sin tomar en cuenta todos aquellos casos que no se notifican o

no se diagnostican.

Los resultados de seroprevalencia general mostraron que el mayor
porcentaje de seroprevalencia encontrado fue en el caso de L. hardjo en el
ano de . 1996; este resultado concuerda con estudios realizados en el
Estado de Chiapas anteriormente, % ademas con otros obtenidos en
ganado bovino de doble propdsito en el tropico mexicano 42. Los resultados

de seroprevalencia general de este agente obtenidos durante 1998
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muestran una disminucién en la misma (17%); esto puede deberse a que a
pesar de que la presentacion de la leptospirosis ¢s mayor en la estacidon
lluviosa, lo cual sugiere una estacionalidad (época de luvias), la
produccion de anticuerpos identificables se presenta hasta después de uno
a dos meses después de la infeccion. Tomando en cuenta que en 1996 los
animales se muestrearon algunos meses después de la ¢poca de lluvias, a
diferencia de 1998, en donde los animales fueron muestreados en plena
estacion lluviosa, este factor pudo haber influido en los resultados; esto
aunado probablemente a cambios ambientales importantes en la regién en
'los altimos afios y a diferencias en el manejo de los animales en el manejo
de los animales que los productores realizan, por ejemplo, la alimentacion
y el mejor manejo de potreros queé se¢ traducen en un mejor estado de
salud de los animales. Las regiones tropicales son areas endémicas de
leptospirosis y las tasas mas altas de casos corresponden a las zonas
donde las precipitaciones son mas abundantes y el mayor numero de
casos se presenta durante la estacion de lluvias 190, Es importante sefialar
que la region ha padecido durante los ultimos tres afios serios problemas
por inundaciones y aunque no existen estudios que demuestren carmbios
en la frecuencia de la leptospirosis, dadas las dificultades respecto al
diagnéstico, se han reportado la presencia de brotes epidémicos en
humanos debido a cambios ambientales, tales como las mismas
inundaciones, que ocasionan la migracion de roedores. Un ejemplo lo
constituyen las epidemias ocurridas en la ciudad de Recife, Pernambuco,
Brasil en 1966 y 1970, con 181 y 102 casos respectivamente, ademas de

los mencionados en Centroamérica y Estados Unidos recientemente 99.
El papel de los animales silvestres y domésticos es esencial para el

mantenimiento de las leptospiras patégenas en la naturaleza. La

(ransmision de la infeccion al hombre, se lleva a cabo generalmente de
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manera accidental, la densidad de la poblacion de los huéspedes y las
condiciones del medio constituyen un factor importante. Las leptospiras
requieren de un alto grado de humedad ambiental, un pH neutro o
alcalino y temperaturas adecuadas; terrenos bajos, anegadizos,
receptaculos naturales o artificiales de agua dulce (arroyos, embalses y
otros) 73:99,100 son las condiciones que caracterizan a la region Frailesca,
lo que representa un ambiente ideal para el estéblecimiento de
enfermedades como la leptospirosis, haciéndolas dificiles de controlar y
erradicar. El pastoreo de los animales se realiza principalmente de manera
rotatoria; sin embargo, el acceso de los animales al agua para beber es
directo al afluente natural o en anegaciones formadas por las
irregularidades del terreno; ademas, la rotacion de potreros puede facilitar
la transmisiéon del agente puesto que los animales infectados eliminan las
leptospiras a través de la orina y estas a su vez contaminan el forraje y
agua con los que otros animales tienen posterior contacto. En el caso de la
transmisién al humano, esta se realiza a través de aguas, suelo y
alimentos contaminados por orina de animales infectados. Bryan 101
menciona la posibilidad de la transmision por el consumo de leche, carne y
probablemente rifiones contaminados o procedentes de animales
infectados. Tomando en cuenta que las encuestas serologicas en
poblaciones humanas indican que un gran numero de infecciones son
asintomaticas, aunado al bajo indice de sospecha de esta enfermedad,
junto con la diversidad e inespecificidad de su presentacion, se explica el
alto numero de casos que pasan desapercibidos 192 Por ello, la
importancia de este tipo de estudios que ofrezcan un panorama acerca de
la dinamica de estos agentes a través del tiempo y que permitan sugerir
factores de riesgo. Thierman 103, refiere que la leptospirosis es un
padecimiento comun y econdémicamente importante en la ganaderia del

mundo. En algunos trastornos como el aborto y la agalactia, mastitis,
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anemia hemolitica y dermatitis necroética entre otras, se han asociado con
la presencia de L. hardjo. La leptospirosis €s un padecimiento en donde la
prevalencia es dificil de estimar y aunque usualmente se ha estimado una
seroprevalencia cercana al 8%, prevalencias mayores han sido reportadas
gque aunque parecieran sobrestimadas, existen animales que retienen
titulos de anticuerpos verificables por varios afos, asi como evidencias de
infecciones activas que ocurren en la ausencia de titulos de anticuerpos
que puedan ser detectados por técnicas como la aglutinacion 103 La
técnica estandar de referencia para la deteccion de anticuerpos especificos
contra la leptospira es la prueba de aglutinacion microscopica; sin
embargo, esta tiene algunas desventajas: por ejemplo, se utilizan
leptospiras activas como antigeno en la prueba, lo cual ocasiona
problemas en la estandarizacion del mismo y representa un riesgo para el
personal; ademas, su tiempo de elaboracion es prolongado y se cree que no
provee un indicador en los casos de infecciones recientes. La prueba
inmunoenzimatica de ELISA es una técnica que ha sido utilizada en el
diagnédstico de varias enfermedades, es altamente sensible, facil de montar
y estandarizar y es capaz de medir niveles de anticuerpos IgG o IgM en el
suero, con el uso del conjugado apropiado, ya sea anti-IgG o anti-IgM. Sin
embargo, Cho 98 refiere que existe una mayor reactividad cruzada entre
serovares heterologos con el uso de la técnica de ELISA. También se ha
considerado a esta prueba técnicamente mas ventajosa que la aglutinacion
microscopica y de gran aplicacién como prueba de escrutinio para
encontrar anticuerpos contra leptospiras a partir de Suerc en ganado

bovino 98,
El control de la leptospirosis a través de la vacunacion de los animales se

realizé6 solamente en alrededor del 30% de las explotaciones en las que se

llevo a cabo este estudio. En estos hatos, las vacunas utilizadas fueron
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vacunas polivalentes contra diarrea viral bovina, parainfluenza 3, virus
herpes bovino tipo 1 (IBR), Haemophilus somnus y los serovares dc¢
Leptospira pomona, L. canicola, L. hardjo, L. icterohaemorrhagiae y L.
grippotyphosa. Los productores de la region comentaron que estas no han
provocado cambios aparentes en la salud de sus animales, ademas del
costo que representan, debido a la frecuencia semestral con que se aplican
y a que en varias ocasiones son obtenidas a través de la importacion, lo
que puede conferir una proteccién deficiente por vacunar con serovares
distintos a los prevalentes y confundir la interpretacion de las pruebas
serolégicas debido a la reactividad cruzada entre serovares. De hecho en
este estudio se observd que un numero extremadamente reducido de
animales vacunados contra leptospirosis fueron positivos a L. hardjo
probablemente porque las bacterinas no indujeron inmunidad o quiza la
técnica de ELISA no detectd dichos 'an'ticuerpos. Es por ello que se ha
recomendado que las bacterinas formuladas por un pais no deben ser

usadas en otras regiones donde no se conocen las serovares locales 194

Los resultados de seroprevalencia general aparente obtenidos a través de
la técnica de ELISA en el caso de B. burgdorferi, confieren evidencia
serologica del contacto con esta espiroqueta; lo cual deja abierta la
posibilidad de nuevos estudios en el Estado. Es importante recordar que
existen otras variedades de borrelias que infectan a los bovinos a traveés de
garrapatas del género Boophilus principalmente y son menos patogenas,
ademas de rio infectar al hombre y que son capaces de provocar reacciones
cruzadas en técnicas como la ELISA, ejemplos de estas son B. coriaceae, B.
theileri, B. garianni y B. afzelii 27,28,29,33,
v
Las seroprevalencias contra B. burgdorferi obtenidas por este estudio

durante los muestreos realizados en 1996 y 1998 (12.5% y 15.6%
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respectivamente} son similares, lo cual sugiere que el agente puede estarse
manteniendo activo y relativamente estable en la poblacién bovina de la
region o que este induce una inmunidad duradera en los bovinos. Escasos
son los estudios que se han realizado en México sobre este agente
zoondético, Carrillo 38 vy Esquivel 37, citan la seropositividad contra cste
agente en ganado ovino del altiplano y tropico humedo de México, con muy
haja seroprevalencia en ambas regiones, lo cual sugiere que la espiroqueta
es capaz de transmitirse tanto en climas frios como en el tropico; sin
embargo, mencionan que la presencia de este agente pudiese asociarse con
animales importados y usados como pie de cria donde estos pudieran ser
portadores o presentar una respuesta inmune recidivante contra el agente
36,37 Tomando en cuenta que en algunas de las explotaciones se lleva a
cabo también la crianza de ganado ovino, ademas de la presencia de
equinos y perros, aunado a la presencia de infestaciones por garrapatas de
diferentes géneros, la infeccion de los animales por este agente no debe ser
descartada, y se deben realizar estudios que logren confirmar su
existencia; en consecuencia, se debe buscar el agente a través del
aislamiento o pruebas complementarias como la inmunohistoquimica y ¢l
Western blot. Cabe senalar que la técnica de ELISA con un antigeno
celular completo y con antigenos recombinantes, se ha utilizado ¢n el
diagnostico de la enfermedad de Lyme en el ser humano con grandes
beneficios, debido a que las manifestaciones clinicas de este padecimiento
se confunden con otros sindromes, por lo que las pruebas serologicas
representan un instrumento que colabora en gran medida con la
identificacion de este agente 32, Gerber y Shapiro 32 reportaron acerca de
la prueba de ELISA utilizando un antigeno celular completo, una
sensibilidad del 28% y una especificidad del 100%, y utilizando como
antigeno una proteina de superficie, reportaron una sensibilidad del 46% y

una especificidad del 98%; de manera diferente a Miyamoto vy
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colaboradores 3133 que reportaron una sensibilidad del 85% y una
especificidad del 96%, por lo cual se define a la prueba de ELISA como una
técnica conveniente, de lectura automatizada y sencilla de estandarizar,

util en el diagnostico epidemiologico de la enfermedad de Lyme.

Los resultados arrojados por la técnica de ELISA en el caso de M. bours
indican que la seroprevalencia general de este agente mostré una
disminucion aproximada al 2% en el afo de 1998. Estos resultados
sugieren de cualquier manera una larga exposicion de los animales al
agente ya que la diferencia entre los dos anos no fue estadisticamente
significativa. El diagnéstico de M. bovis por medio de técnicas serologicas
en estadios tempranos de infeccidon en los animales puede dificultarse, esto
se debe a que no es facil la detecciéon de anticuerpos, ya que el agente
causante de la tuberculosis bovina induce de manera primaria una
respuesta inmunomediada por células. El diagnostico de la tuberculosis
hovina se ha realizado desde el ano de 1917 en los Estados Unidos con ¢l
uso de la prueba de tuberculina 525456 Sin embargo, existen problemas
inherentes a esta prueba. Hay reportes en los que aproximadamente ¢l
15% de los animales tuberculinizados presentan resultados falsos
negativos y de un 2 a un 5% presentan resultados falsos positivos
atribuidos generalmente a reacciones antigénicas cruzadas con otras
micobacteriosis 80, Pruebas serologicas como la inmunodifusion en got
agar y la técnica de ELISA han demostrado tener alta sensibilidad y
especificidad para detectar infecciones cronicas y confirmar el diagndstico
en casos clinicamente detectables %859, El método rotacional intensivo de
pastoreo pudiese influir en la transmision del agente a pesar de la parcial
susceptibilidad de este al ambiente ya que aunque se ha reportado gue M.
bouis permanece viable entre 2 y 8 horas ante la exposicion de la luz solar,

se ha reportado también que en la oscuridad este agente pucde
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permanecer viable por varias semanas, contaminando los pastos y el agua
de bebida 99. Otra forma de transmisiéon que pudiera ser importante es a
través de la entrada de nuevos animales al hato, ya que a pesar de las
medidas cuarentenarias que se toman, la tuberculosis es una enfermedad
altamente infecciosa y de baja patogenicidad, cualidad que confiere un
caracter croéonico, asi como la caracteristica de presentarse de manera
subclinica en los animales, y pueden desemperniar un importante papel en

la diseminacion del agente 56.

Garborick 60, menciona que la utilizaciéon de las técnicas serologicas en el
diagnostico de la tuberculosis bovina es insuficiente, si estas se utilizan de
manera Unica; sin embargo cuando los resultados de las técnicas de ELISA
y de la prueba de tuberculina son interpretados en serie, la especificidad
se incrementa de manera importante. De la misma manera, st los
resultados de ambas pruebas son interpretadas en paralelo, la sensibilidac
de esta combinacion es significativamente mayor que la sensibilidad que

presentan las dos diferentes técnicas de manera individual.

Los valores “crudos de densidad 6ptica” de los sueros probados contra
muestran el comportamiento de la poblacién muestreada y se puede
observar que efectivamente es posible distinguir dos poblaciones en una
grafica (positivos y negativos). Con estos resultados se puede concluir que
en el gjercicio del‘ escrutinio la técnica de ELISA puede representar una

valiosa herramienta para la deteccién de anticuerpos contra M. bouis.

En el caso de B. abortus, la seroprevalencia general aparente fue de
alrededor del 9% en los afios 1996 y 1998; este resultado es muy similar a
los encontrados por Mejia, Garcia y Diaz 11, en su estudio realizado en Ia

region norte del estado de Chiapas, donde encontraron un 8% de animalés
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seropositivos. Por otro lado Guiris 73, reporta en su estudio sobre la
brucelosis en hembras con problemas reproductivos del municipio de
Villaflores, Chiapas; que estos animales fueron seronegativos con el uso de
la prueba de Rosa de Bengala. La presencia de animales seropdsitivos en
las diferentes explotaciones de la region, representan un factor de riesgo
debido a que la transmision del agente y por lo tanto, los esfuerzos
dedicados al control y la erradicacion de la brucelosis se ven limitados. De
acuerdo a la informacion obtenida a través del cuestionario aplicado y
tomando en cuenta las caracteristicas de las explotaciones asi como los
resultados de la serologia, se puede inferir que la transmision semental —
vaca continua siendo importante ya que la practica de la inseminacién
artificial no se lleva a cabo en todas las explotaciones e incluso, la monta
directa es utilizada como recurso en aquellos casos de vacas repetidoras «
la inseminacion artificial; también se ha reportado la transmision madre -
feto y a través de los pastos, el agua, placentas y otros tejidos infectados.
También es importante destacar que la practica del ordeno en la gran
mayoria de las explotaciones muestreadas se lleva a cabo de manera
manual, asi como otros manejos realizados a los animales, como la
palpacién y procesos quirurgicos menores, sin las medidas sanitarias y de
seguridad suficientes por personal que labora en las explotaciones; estas
practicas representa un factor de riesgo para quienes tienen un contacto
estrecho con animales posiblemente infectados y fomites contaminados,
asi como con la elaboraciéon y consumo de productos lacteos en los que la
ebullicion y/o pasteurizacion de la leche no se lleva a cabo, siendo un
riesgo de diseminacion del agente con la subsecuente presentacion de
casos humanos de brucelosis, que en el estado de Chiapas han sido 77

casos durante los ultimos dos anos 75,
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l.a técnica de ELISA utilizada en este estudio se llevd a cabo con un
antigeno celular completo, a pesar de que algunos trabajos 195 senalan que
el antigeno proteinico de extraccién salina es el mas recomendado en
técnicas serologicas como la inmunodifusién doble en agar y la ELISA para
el diagnoéstico de la brucelosis en el ganado. Sin embargo, debido a ia
disponibilidad del antigeno celular completo en el laboratorio de
seroepidemiologia y a que con este mismo se han llevado a cabo estudios
seroepidemiologicos previos en ganado bovino tanto del tropico como del
altiplano de Meéxico, la confiabilidad de la prueba de ELISA realizada es
suficiente para estudios seroepidemiol6gicos #2444%.67.68, es importante
llevar a cabo estudios complementarios que permitan desechar la
posibilidad de reacciones cruzadas con otros agentes como Yersinia
enterocolitica, reaccion que se ha reportado en ganado bovino 2¢ y con
otras pruebas confirmatorias como la de rivanol y fijacion de complemento,
basados en los resultados conferidos por la técnica de ELISA indirecta en

la poblacion muestreada 16:17:18,

En el afo de 1994, la técnica de ELISA indirecta fue validada
internacionalmente y aceptada por la OIE como prueba en la deteccion de
anticuerpos contra B. abortus en bovinos 8. Uzal 7, menciona en un
estudio realizado con la técnica de ELISA, utilizando como antigeno un
lipopolisacarido liso en bovinos de Argentina, un 99.6% de especificidad y
un 99.5% de sensibilidad en la deteccion de anticuerpos IgG: de bovino, lo
que permite clasificar a esta técnica como muy itil en el diagnéstico de la
brucelosis bovina, particularmente en regiones donde existe poca
informacion epidemiolégica acerca de este padecimiento y donde se
requiere llevar a cabo el monitoreo de un gran numero de muestras de
suero con la finalidad de obtener informacion epidemiologica de cste

padecimiento en una poblacion de interés 1718,
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8.6 Seroprevalencia por sexo

En el caso de las seroprevalencias obtenidas en los dos muestreos, las
hembras presentaron los mayores valores, a excepcion del caso de B.
abortus durante 1998 en donde los machos obtuvieron una mayor
seroprevalencia con un 13.8% de animales seropositivos, es importante
mencionar que la edad asi como el manejo de los animales de acuerdo a su

sexo pueden representar factores de confusién en los resultados obtenidos.

Hembras

B. burgdorferi obtuvo en el muestreo realizado durante el afio de 1996 una
seroprevalencia de 13.6% y en 1998 de 16.2%, lo cual demuestra valores
de prevalencia relativamente similares durante estos dos afios que
sugieren primeramente la existencia del agente en la poblacion y en

segundo lugar que este se ha mantenido estable en la misma.

La seroprevalencia de L. hardjo mostré una diferencia significativa entre
las hembras muestreadas durante 1996 con una seroprevalencia de 32.7%
y la poblacion de hembras muestreadas en 1998 que presento un 17.3%
de seropositivos; esta diferencia puede atribuirse a una tendencia
estacional del agente, ademas de las practicas de manejo instauradas por
los productores con la finalidad de dar resguardo a los animales tras las
contingencias ambientales propias de la region que se han vivido en los
~anos recientes. Es importante senalar que los valores de seroprevalencia
encontrados, concuerdan con estudios realizados en ganado bovino de la
regiéon, en los cuales se ha sugerido la presencia de problemas
reproductivos en el ganado con la presencia de Leptospira interrogans de
diversos serovares. 73 Higgins y colaboradores 196 mencionan que L. hardjo
ocasiona aborto, mastitis y agalactia en el ganados por esto, se deben

encaminar mas estudios acerca de la participacion y repercusiones de la
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leptospirosis en la salud animal y en la salud publica, asi como de las

perdidas economicas.

B. aboﬁus en las hembras es otro agente en €l que se encontrd una
seroprevalencia constante durante 1996 y 1998; esto puede atribuirse en
parte a las acciones llevadas a cabo por el programa de control y
erradicacién de la brucelosis; por otro lado, las practicas de manejo
reproductivo adoptadas por algunos productores de la region, han logrado
que la brucelosis no se haya incrementado; sin olvidar que la vacunacion
de estos animales puede estar interfiriendo con estos resultados. Es
importante mencionar que una seroprevalencia del 9% en las hembras
continua representando un factor de diseminaciéon asi como un factor de
riesgo para la poblacidon que consume la produccion lactea y sus

subproductos 101,

En el caso de M. bovis las seroprevalencias encontradas durante 1996 y
1998 pueden considerarse como bajas y similares, esta situacion puedc
ser debida principalmente a las caracteristicas patogénicas del agente, el
cual por su capacidad de evadir los mecanismos de fagocitosis del huésped
puede ser encapsulado y posteriormente favorecer la formacion de
granulomas. Dichas propiedades no permiten que haya una formacion
suficiente en cantidad y cualidad de anticuerpos ademéas de sumar la

caracteristica de cronicidad al padecimiento. 107,

Machos

En el caso de B. burgdorferi se obtuvieron porcentajes de seroprevalencia
durante 1996 de 5.9% y en 1998 de 10.3%; estos valores reflejan ademas
de la presencia del agente, una cierta disposicién a permanecer estable en

la poblacién, a pesar de las actividades de control de garrapatas llevadas &
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cabo de manera rutinaria en todos los animales; también seria conveniente
evaluar los efectos en la tasa de seroprevalencia dada por la respuesta
inmune pasiva que pudiera presentarse en los becerros machos, lo que ha
sido contemplado en otros estudios realizados en el ganado del altiplano y

tropico de México 3637,

L. hardjo obtuvo una seroprevalencia de 19.5% en 1996 y durante 1998
una seroprevalencia menor (13.8%); estas tasas reflejan que el agente se
ha mantenido también relativamente estable en la poblacion de machos y
son valores similares a los que se han reportado en el Estado 73. Sin
embargo, cabe sefialar la necesidad de realizar nuevos estudios en hovinos
machos de la region, por ejemplo estudios de caso control o de cohorte,
con objeto de conocer de manera mas profunda el comportamiento de la
leptospirosis en estos animales, debido a que en este estudio, el numero de

bovinos machos muestreados fue significativamente menor.

B. abortus en los machos, mostré un incremento entre la seroprevalencia
encontrada en 1996, la cual cambio del 4.9%, al 13.8% en 1998; este
incremento en la seroprevalencia propone que el agente continua siendo
un reto importante en la salud animal en las explotaciones de la region,
asi como para la campafia contra la brucelosis de los animales. Es
importante sefialar que estos resultados denotan la presencia del agente y
un incremento de animales infectados puesto que los bovinos machos no
son vacunados por disposicion propia de la campana ?; por ello, se
descarta que la respuesta de anticuerpos en los machos muestreados sea
producto de la vacunacién. El incremento en la seroprevalencia de la
brucelosis en machos representa un foco de atenciéon que debe conllevar a

una revision de las actividades de camparfa, asi como de las medidas dc
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prevencién y control llevadas a cabo en las explotaciones, debido al
impacto econdémico y de salud publica que representa este padecimiento.

En el caso de M. bouvis los resultados muestran regularidad en la
seroprevalencia, ya que durante 1996 los machos tuvieron 3.9% de

seropositivos y en 1998, 3.4%.

8.7 Seroprevalencia por edad

Becerros.

El valor de seroprevalencia mas alto en estos animales lo presento L.
hardjo, que en 1996 se encontrdé 25.5% de animales seropositivos,
mientras que en 1998, la seroprevalencia a este agente fue de 11.4%. A
pesar de que la prevalencia de este agente disminuy6é de manera
importante, estos resultados se pueden deber a una interaccion constante
entre el agente y las madres de estos animales, por lo que se piensa puede

Ser una respuesta inmune pasiva.

B. burgdorferi se presento en este estrato con una seroprevalencia en 1996
del 9.8% y en 1998 fue de 13.6%, estos resultados también indican una
respuesta calostral, asi como su interacciéon con las madres de estos
animales. Esta situacion se presenta de la misma manera en B. abortus,
que tuvo una seroprevalencia de 5.9% en 1996 y de 6.8% en 1998 y
también en el caso de M. bovis que en 1996 se presentd con una

seroprevalencia de 5.9% y de 6.8 en 1998.

Desarrollo.

El valor de seroprevalencia mas alto lo present6 L. hardjo, que en 1996 se
encontré 34.5% de animales seropositivos, mientras que en 1998, la
seroprevalencia de este agente fue de 16.3%. A pesar de que los valores de

este agente disminuyeron también de rnanera importante en este estrato,
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estos resultados manifiestan que el agente se encuentra prevalente en las
explotaciones y que los anticuerpos encontrados en estos animales
dificilmente seréan calostrales, tomando en cuenta que en esta etapa de
crecimiento, estas inmunoglobulinas comienzan a declinar y el sistema
inmunologico de los mismos ya es maduro y estos animales puecden

comenzar a producir anticuerpos protectores.

Con valores de seroprevalencia importantes, B. burgdorferi se presento en
este estrato con una tasa en 1996 del 6.0% y en 1998 fue de 18.5%; estos
resultados indican la presencia del agente en la poblacion, asi como su
importante interaccion con los animales de este estrato de edad, tomando
en cuenta que no son sometidos a una vacunacion, que los anticuerpos
maternos han comenzado a declinar y que después del destete, los
animales se ven sometidos a un cambio ambiental importante °¢. Del
mismo modo, B. abortus que tuvo una seroprevalencia de 9.5% en 1996,
13% en 1998 y 2.8% en 1999,, muestra que los animales tienen contacto
con el agente; sin embargo, hay que tomar en cuenta que las hembras
entre 4 y 6 meses se vacunan contra la brucelosis con la dosis clasica
conforme a la Norma Oficial 2, por lo que no debe descartarse que buena
parte de estos valores se deban a una respuesta vacunal y no a una

infeccion de campo.

Las seroprevalencias de M. bovis en animales en desarrollo fueron en
1996, 4.3% y en 1998, 2.2%. Estos resultados representan un importante
hallazgo, ya que como se sabe, la tuberculosis bovina es un padecimiento
crénico que induce una respuesta celular de manera primaria, por lo cual
la presencia de anticuerpos especificos en animales tan jovenes, s6lo se

explica debido a una persistencia de anticuerpos calostrales o a una
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reaccién cruzada con otro tipo de micobacterias de las cuales aiguna son

apatogenas como M. vaccae y M. phlei ©9.

Adultos - Produccién.

L. hardjo en 1996 se encontro en el 30.5% de los animales, mientras que
en 1998, la seroprevalencia de este agente fue de 19.0% y en 1999, 22.8%.
La seroprevalencia de este agente permanecio estable en este estrato,
presentandose la misma variacién en 1998 como en otros estratos e
incluso con la seroprevalencia general. Nuevamente, estos resultados
manifiestan que el agente se encuentra persistente en las explotaciones y
que los anticuerpos encontrados son producto de infeccion ya que el
agente es prevalente en la regién; ademas, el sistema de explotacion
extensivo y semiextensivo permite la transmision del mismo, a pesar de
que se lleva a cabo la vacunacion contra este serovar en el ganado; de
hecho, solamente en algunas explotaciones se realiza la profilaxis con una
vacuna multivalente la cual, a decir de los productores, no ha dado buenos

resultados.

B. burgdorferi se presentd en este estrato con una tasa en 1996 del 24.3%
y en 1998 fue de 14.5%; estos resultados sugieren la presencia del agente
en la poblacion, asi como su interaccion con los animales muestreados,
tomando en cuenta que no son sometidos a una vacunacion y que los
anticuerpos maternos ya han desaparecido; ademas, de que en esta etapa
vida los animales, ya han sufrido de mas de una infestacion por

garrapatas, las cuales pudieran transmitir la espiroqueta.
En el caso de B. abortus, se tuvo una seroprevalencia de 10.2% en 1996 y

de 8.2% en 1998; la importancia de estos resultados radica en que la

presencia del agente en la poblacién, representa un factor de riesgo por la
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transmision a las hembras. En ellas se afectara la produccion y la calidad
de la leche, representando fuertes pérdidas. La presencia de animales
infectados subclinicamente hace dificil su erradicacion; ademas,
problemas como el aborto y mastitis, pero sobre todo, en la salud publica
va que los productos y subproductos representan un riesgo potencial de

infeccion para la poblacién humana 1.

La seroprevalencia de M. bouis en los animales adultos fue en 1996 de
9.6% y en 1998 de 7.8%, lo que representa la endemicidad de este agente
en la poblacion, asi como el caracter cronico y progresivo. La presencia de
anticuerpos identificables en la poblacién marca un punto de atencion
importante ya que el riesgo de transmisién entre animales y al hombre,

esta latente.

8.8 Seroprevalencia por edad y sexo

Hembras.

En 1996 las seroprevalencias de L. hardjo encontradas en las becerras
(27.5%), hembras en desarrollo {32.7%) y en hembras en produccion
(34%), durante 1996, se puede observar un. ligero incremento en estos
valores mientras los animales van teniendo mayor edad, esto se explica
debido a que ¢l agente es prevalente en la region, L. hardjo es el serovar
mas comunmente identificado en el ganado bovino con problemas
productivos y reproductivos en el mundo 193, En esta region los animales
tienen un contacto estrecho y constante con el agente, el ambiente es
propicio para la existencia y viabilidad del mismo, asi como para la
transmision a diferentes huéspedes; sin embargo, es importante
mencionar que en el caso de las becerras es muy probable que los
anticuerpos identificados por la técnica de ELISA indirecta sean

procedentes del calostro suministrado por las madres. De la misma
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manera, durante 1998 a pesar de que la seroprevalencia general de L.
hardjo fue significativamente menor, el comportamiento de estos valores e¢n
las hembras en sus diferentes estratos de edad conserva una tendencia
positiva conforme la edad de los animales se va incrementando, de tal
forma que las becerras tuvieron una seroprevalencia de 10.8%, las
hembras en desarrollo 16.7% y en las hembras en produccion  la

seroprevalencia fue de 18.6%

En las hembras, la seroprevalencia de B. abortus durante 1996 fue de
7.5% para las becerras, 9.3% en hembras en desarrollo y 9.2% en vacas
adulitas; este comportamiento puede obedecer a una constante exposicion
de los animales con el agente en las hembras adultas, puesto que es
probable que los anticuerpos de las becerras sean provenientes del
calostro y en el caso de las hembras en desarrollo, que los anticuerpos
encontrados sean debidAos a la vacunacioén de estas, entre los 4 y 6 meses
de edad, conforme la campafia de la brucelosis. Durante 1998, las
becerras tuvieron un 8.1% de seroprevalencia, mientras que las hembras
en desarrollo tuvieron un 11.5% y las vacas adultas un 8%. Estos valores
son similares a los obtenidos dos anos atras; sin embargo, ¢s importante
recalcar que la seroprevalencia de las hembras en produccidn es
practicamente igual a la de las becerras: esto sugiere que la transmision
de anticuerpos se lleva a cabo a través del calostro y que la interpretacion
de los niveles de seroprevalencia en los becerros, nos puede dar una clara
idea de la prevalencia en las madres a través de técnicas serologicas contra

anticuerpos especificos 67,
Los casos de las seroprevalencias encontradas de B. abortus y M. bouis

durante 1996 y 1998, conservan un comportamiento similar al de B.

abortus, a diferencia de lo que reportan algunos autores sobre la
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disminucién de la misma debido probablemente a eventos que
comprometen al sistema inmunitario de las hembras adultas, por ejemplo,

la gestacion y la produccion lactea 45,

Machos.

En estos animales las seroprevalencias en 1996 y 1998 de B. burgdorferi,
B. abortus y L. hardjo han tenido comportamientos similares a los de la
poblacién en general. Los machos en desarrollo presentaron las
seroprevalencias mas altas seguidas por las seroprevalencias de los
becerros y por ultimo las tasas mas bajas las obtuvieron los sementales.
Esto se debe muy probablemente a las medidas de manejo en los
animales; sin embargo, cabe sefialar que el andlisis de este estrato posec
algunas limitantes tomando en cuenta que el numero de machos
muestreados asciende aproximadamente al 12% de la poblacidn
muestreada, y que de este porcentaje, el 73% de estos corresponde a

animales adultos.

En el caso de M. bovis durante 1996 y 1998 los machos fueron
seronegativos, a pesar de que en 1996 los becerros tuvieron una
seroprevalencia de 5.3%. Estos valores se pueden deber a anticﬁerpos
calostrales y en los animales en desarrollo, a anticuerpos recidivantes

obtenidos también a través del calostro.

8.9 Seroprevalencia en hembras gestantes y no gestantes.

En esta estratificacién se incluyen comparativamente a las hembras.
gestantes y no gestantes de entre los animales en desarrollo y produccion.
La seroprevalencia encontrada entre ambas, estd influenciada por la

misma gestacion, la lactacién, la edad y el numero de gestaciones, ya que
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estas condiciones producen diferencias en la respuesta inmunologica.

45,108

La seroprevalencia de los agentes zoonéticos estudiados controlando por
edad en 1996 fue generalmente mayor en las hembras gestantes que en
las hembras vacias; sin embargo, de L. hardjo, se tuvo una seroprevalencia
en hembras gestantes de 30.2% mientras que en hembras no gestantes la
seroprevalencia fue de 36.2%; esto sugiere un indicio de inmunosupresion
en la hembra gestante que ha sido reportada en ganado bovino del trépico
mexicano 45. Thierman 193, menciona que la infecciéon por Leptospira
puede persistir por mas de 142 dias en uteros gravidos de ovinos. Del
mismo modo, en los resultados de seroprevalencia que se reportan en el
muestreo de 1998, generalmente las hembras gestantes presentaron una
menor seroprevalencia que las hembras no gestantes para los cuatro
agentes zoonoticos estudiados. De este modo, en el caso de B. burgdorferi
las hembras gestantes tuvieron una seroprevalencia del 10.4% y en las no
gestantes la tasa fue de 18.4%; L. hardjo en gestantes (13.9%) y en no
~ gestantes (21.1%); M. bovis en gestantes (7.8%], en no gestantes (5.6%) y
por ultimo, en el caso de B. abortus, la seroprevalencia en las hembras
gestantes fue de 6.9% mientras que en las hembras no gestantes la
seroprevalencia ascendido a 9.8%. En el caso de estec agente se debe
mencionar la importancia de animales positivos, por sus implicaciones

sobre la gestacién en las hembras.

8.10 Evaluacién de la respuesta vacunal contra la rabia

El uso de la técnica de ELISA en el monitoreo realizado durante el proceso
de produccién de vacunas antirrabicas con la finalidad de evaluar el
contenido de glicoproteinas en las mismas asi como la prediccion de su

potencia se ha descrito por varios autores 81109110 Los resultados
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obtenidos utilizando la técnica de ELISA en los bovinos muestreados
durante los tres afos muestran variaciones minimas en la frecuencia
general de animales protegidos entre los afos de 1996 y 1998. Lo anterior
sugiere que la baja proteccion se puede deber a diversos factores tomando
en cuenta las caracteristicas de la poblacion bovina y posibles fallas en el
proceso de vacunacion desde su produccién, almacenaje y expendio hasta
su transporté y la aplicacién del bioldgico, situacion que se ve reflejada en
la presencia de casos de derriengue. No se perciben cambios significantes
en la frecuencia de animales o explotaciones con un nivel adecuado de
proteccién de un afio a otro. Es importante recalcar que los hallazgos de
becerros no vacunados que obtuvieron altos porcentajes de ELISA contra
Rv, denotan que en aquellas vacas (jue presentan una respuesta serologica
adecuada, la transmision de anticuerpos calostrales se esta llevando a

cabo en cantidades suficientes.

Este tipo de estudios seroepidemiolégicos son una util y rapida
herramienta de bajo costo mediante la cual es posible llevar a cabo la
verificacion de la eficiencia de los programas de vacunacion, no solamente
en el caso de la rabia, sino de otras enfermedades que son prevenidas y/o

controladas por medio de la vacunacién.

Es importante en el futuro realizar mas estudios sobre la utilidad de esta
técnica serologica y el potencial que pudiese tener en las campafas contra
el derriengue en nuestro- pais, asi como trabajos tomando en cuenta los
resultados obtenidos sobre la correlacion entre los valores de porcentaje de
ELISA y el titulo de anticuerpos neutralizantes existentes en una muestra
de referencia. Estos analisis permitiran una mejdr interpretaciéon y uso de
técnicas alternativas como lo es la ELISA indirecta en el monitoreo y

vigilancia de esta enfermedad.
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8.11 Estudio prospectivo longitudinal

Se realizd el analisis seroepidemiologico de una seleccion de 35 animales
que fueron muestreados durante los tres afios de duracion del estudio. El
numero de animales en esta muestra se redujo de manera sustancial
debido a que muchos de los animales muestreados en la primera ocasion
(1996) fueron vendidos, llevados a rastro o murieron en los siguientes anos
y por lo cual en el muestreo final (1999), solamente se pudieron colectar
muestras de suero de 35 animales con los cuales se realizo dicho analisis.
En este estudio, las seroprévalencias generales y especificas contra los
diferentes agentes zoonéticos aumentaron; sin embargo, esto pudo haberse
debido a lo reducido de la muestra. En algunas seroprevalencias generales
y de manera mas clara en los resultados especificos por edad pudo
observarse que las tasas de seroprevalencia tienden a incrementarse
conforme los animales van creciendo y es especificamente en los animales
en desarrollc donde las variaciones entre tasas fueron mayores, lo cual
puede deberse a que la infeccién de los animales se realiza en esta etapa,
donde en los inicios de la misma, los anticuerpos transmitidos por el
calostro comienzan a declinar, y el manejo asi como la alimentacién de los
animales cambia drasticamente. También se observd en este estudio que
en la mayoria de las seroprevalencias controlando por edad en ios
animales adultos, las tasas disminuyen en la mayoria de los casos pero sin
embargo los animales continuan siendo positivos a los mismos por lo cual
los procesos de infeccion tienden a estabilizarse en la poblacién ya sea por
el continuo contacto con-dichos agentes, presencia de la vacunacion en
algunos casos o por cronicidad propia de la pafogenia de dichas etiologias.
Vale la pena sefialar que aunque se muestrearon para este estudio
solamente dos machos adultos, uno de ellos fue seropositivo a B.
burgdorferi, por lo que serd necesario en un futuro intentar el aislamiento

del agente en esta poblacién asi como la realizar una prueba diagndstica
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como Western blot que ayude a confirmar la presencia de dicho agente en

la poblacién.

Por otro lado, estos resultados ponen de manifiesto la uniformidad en la
realizacién e interpretacion de la técnica de ELISA utilizada, que a pesar
de que la cantidad de animales falsos positivos principalmente puede ser
importante debido a las caracteristicas de los antigenos utilizados, el
sentido que este estudio tuvo fue el de realizar seroepidemiologia a traves
del tamizaje en las poblaciones seleccionadas. Es importante mencionar
que en la actualidad, la técnica de ELISA se ha ido modernizando y
haciendo mas eficiente con el uso de antigenos cada vez mas purificados,
asi como anticuerpos monoclonales que confieren mayor especificidad a

los resultados obtenidos con esta técnica.
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Figura 1. Situacion geografica de la region Frailesca en el Estado de Chiapas, México.
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PROYECTO SEROEPIDEMIOLOGIA DE ZOONOSIS EN BOVINOS, LA
FRAILESCA CHIAPAS

ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA

e FECHA
e NOMBRE DEL
RANCHO _
Has
LIMITES DEL RANCHO:
N S
E 0

NUMERO DE ANIMALES EN LA EXPLOTACION
RAZA (S) DE SUS ANIMALES

LOTIFICA A SUS ANIMALES SI() NO()
,COMQ? -
CUENTA CON REGISTROS SI() NO()

o INSTALACIONES
FUENTE DE AGUA: POZO()  TUBERIA () CISTERNA () AFLUENTE
NATURAL () OTRO () ~

e FUENTE DE ALIMENTO:  FORRAJE DE CORTE () PASTOREO () CULTIVO ()
MIXTO ()

 UTILIZA CONCENTRADOS EN LA ALIMENTACION DE SUS ANIMALES
SI() NO() ‘

CARACTERISTICAS DEL MANEJO DE LOS ANIMALES.

e PESA A SUS ANIMALES SI( )} NO( ) ;CADA CUANTO TIEMPO?

DESPARASITA SI( ) NO( ) PRODUCTO DOSIS _
;CADA CUANTO TIEMPO?
e VACUNA A SUS ANIMALES SI( ) NO() ,CADA CUANTO TIEMPO?
;CONTRA QUE ENFERMEDADES?
A QUE ANIMALES?

FECHA DE LAS ULTIMAS VACUNACIONES
OTROS MANEJOS QUE REALIZA
MOVILIZACION DE LOS ANIMALES:
» ,DE DONDE OBTIENE SUS REEMPLAZOS?
,COMO LOS VENDE? A RASTRO ( ) A PIE DE RANCHO ( )
OTROS ‘
;CUALES SON LAS ENFERMEDADES QUE SE HAN PRESENTADO EN SUS ANIMALES
EN LOS ULTIMOS DOS ANOS?

Figura 2. Formato de la encuesta epidemiolégica aplicada a los productores previo al muestreo
de los animales en cada una de las explotaciones seleccionadas para el estudio.
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Etapa 1. Fijacién del antigeno a la microplaca.

Etapa 2. Colocacién del suero problema a evaluar e incubacién.

Etapa 3. Depésito del conjugado marcado con una enzima e incubacién.
Etapa 4. Adicion del sustrato y agitacién.

Etapa 5. Detencién de la reacci6én enzimética y lectura de absorbancia.

U e i e

NOCTURNQ A 4°C

MICROPLACA ANTIGENO ANTIGENO
ADHERIDO
INCUBACION
2 |w -
‘ 60 MIN A 37°C
ANTIGENO SUERO COMPLEJO
ADHERIDO PROBLEMA ANTIGENO
~ ANTICUERPO
3 INCUBACION .
B +
COMPLEJO
ANTIGENO  CONJUGADO - COMPLEJO
ANTICUERPO ANTIGENO
) ANTICUERPO
o CONJUGADO
4 |e + H,0+AC. AGITAR
CITRICO+ABTS D H

COMPLETO —

ANTIGENO 5 A 10 MIN REACCION Y
ANTICUERPO COLORACION
CONJUGADO

5 H 4 AC. FLUORHIDRICO | LECTURA DE
PARA DETENER LA n ) DENSIDAD

REACCION REACCION OPTICA A
COLORACION ENZIMATICA 405/450 nm

Figura 3. Representacién esquemitica de la técnica de ELISA indirecta.



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Testigo
positivo | 1 5 9 13 117 | 21| 25 | 29 | 33 | 37
fuerte

Testigo
positivo | 1 5 9 13117 1 21| 26} 29 { 33 § 37
fuerte : .
Testigo
positivo | 2 6 10 | 14 {1 181 22| 26 | 30 | 34 | 38
débil

Testigo
positivo{ 2 6 10| 14 | 18 | 22 | 26 | 30 | 34 | 38
débil

Testigo
negativo| 3 7 11 15119123 | 27 | 31 35 | 39
fuerte ‘

Testigo
negativo| 3 7 11 11561191 23 | 27| 31| 356 39

fuerte

Testigo .
negativo| 4 8 12116 | 20 | 24 .28 32 | 36 | 40

débil

Testigo
negativo| 4 8 12 16 1 201 24 | 28 | 32 | 36 | 40

débil

T {Sueros problema }

Columna en blanco (sin suero)

Figura 4. Esquema de la microplaca para el analisis de los sueros problema a procesarse
por duplicado con la prueba de ELISA indirecta.
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170

SEROPREVALENCIA %

100 —

90—

80 —

70—

60—

S0

40 -

30—

9.5

B. abortus

.5 3
r

X 1

-m

B. burgdorferi

L. hardjo M.bovis

AGENTES ZOONOTICOS

1998
1996

Figura S. Seroprevalencia general de 4 agentes zoondticos en bovinos de doble propésito de la region Fratesca

Chiapas, 1996 y 1998.
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POSITIVAS Y NEGATIVAS
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PORCENTAJE DE ELISA DE PRUEBAS
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SARRGLLG
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. | SUeros.

_. ** Desarroilo:

97 sueros.

*** Adultos:
191 sueros.

<

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

PORCENTAJE DE PRUEBAS POSITIVAS (SEROPREVALENCIA)

H PROMEDIO DE POSITIVOS A PROMEDIO DE NEGATIVOS

Figura 6. Seroprevalencia y promedio asi como desviacion estandar de resultados positivos y negativos contra B. abortus por ELISA en 344
sueros de bovinos estratificados por edad. Region Frailesca, Chiapas, 1996.
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0
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PORCENTAJE DE PRUEBAS POSITIVAS (SEROPREVALENCIA)

B  PROMEDIO DE POSITIVOS | A PROMEDIO DE NEGATIVOS

Figura 7. Seroprevalencia y promedio asi como desviaci6n estindar de resultados positivos y negativos contra B. burgdorferi por ELISA en
344 sueros de bovinos estratificados por edad. Region Frailesca, Chiapas, 1996.
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Figura 8. Seroprevalencia y promedio asi como desviacion estindar de resultados positivos y negativos contra L. hardjo por ELISA en 344
sueros de bovinos estratificados por edad. Region Frailesca, Chiapas, 1996.
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Figura 9. Seroprevalencia y promedio asi como desviacion estindar de resultados positivos y negativos contra M. bovis por ELISA en 344
sueros de bovinos estratificados por edad. Regién Frailesca, Chiapas, 1996.
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AGENTES ZOONOTICOS

Figura 10. Seroprevalencia de cuatro agentes zoondticos por estrato de edad en bovinos de la region Frailesca Chiapas. 1996 v

1998.




80

6l

A 9661 “sedery)) edsoprer,] UQI3al g ap SOUIAOQ U3 PePd 9P 0JRNS$s 10d SOONQUOOZ $IuaFe o1end op erousreadIdoas "o eandif

SOJOILLONOOZ SAILNAOV
866 19N 966 9N 866 1U'] 966141 866144 966194 8661td 9661 ¢4
| | _ _ | | 0
so¥yyaDndd g9 6¢ Al $'S7 26 8'0 6'S \V
OTIOHYAVYSId xmmm_ ___. & Foit m__n___ : . Q ||
NOIDJONAO¥d m (A4 Ay 4 y Y. y: 7SI
| ey | B w Sy Eonb | 0T
8L 9'6 = b _ (A 701 /1 o
g bl B \\
61 i s —0F
s110q gl 4 4
Win1aa1o0qoIN] 5°0¢ % \lcm.
AW / 109
olpivy \
vaidsorday g \[cb
Li3f1opdang .\ \i.@w
Dif2.4408 Q¥ 11 Los
SNJIOgD \
pj1oonig ‘eg / /001

% VIONATVATIJOHAS

109



9661 ua sedeiyn) ‘easajiel
uo13al | 9p SOUIAOQ UD SOD1IQUO0Z SIUIFE 0NeNd RIUOD OX9s-pepa Jod BIoud[eA21d01as Bl op uotoeredwor) "1 eandiy

SOJILONOOZ SALNADV

—001

S

N " %u&.& <9
] . A
wA.VOp Of.ﬂ V.&. #.V&w 10 mArw VOQ
J | ] | 0
LE SVINADAD ] o
61 SONNIYAd =7 \ w
WYs M
98 SAAAINTH - = \ \ vy m
11 STAHIVIN P \ \ oy m
OLT SYLTNAV il \ \ o m
1Z STIVINTNAS o \ \ L 09 m
VoL O
\ =
\ X

NI NSNSNSSNISISSN

NN N NSNS

NSNS SN

110



OIl

,

90 - \ )
-
- g,\ %4
O T01 A4
z \ / - .
m 60 \ \ - ) SEMENTALES 21
m 50- \ 7 \ ( 4 \ : ADULTAS 170

40 ) —
> e \ . \ MACHDES 11
m WQ.I m@lﬁu Mﬁ. H—,l.—w_gw

DES 86

= 20-
@ y BECERROS 19

10 =

\ \ BECERRAS 37
0 _ f i i
oS .wwaw A0 38
pot aos na¥ »o
3.2 A \¥ -

Figura 11. Comparacion de la seroprevalencia por edad-sexo contra cuatro agentes zoonoticos en bovinos de la regidn

Frailesca, Chiapas en 1996.
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Cuadro 2. Seroprevalencia general aparente de cuatro agentes zoonéticos
en la poblacién bovina de la region Frailesca, Chiapas en 1996 y 1998,

1996 ' 1998
AGENTE

No. 1.C. 95% No. No. I.C. 95%
positivos animales | positives

32 (9.3%) | 6.4-12.5 294 28 (9.5%) | 6.3 -13.0% |

B. 43 (12.5%) | 6.4 - 20.6 294 46 (15.6%) | 7.6 - 23.9% |
| burgdorferi

L. hardjo 107 (31.1%) | 26.3 - 36.1 -] 50 (17.0%) | 12.9 - 21.5%

25(7.3%) . . 17 (5.8%) | 3.2-10.6%
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Cuadro 3. Andlisis estadistico (Ji3) entre diferentes estratos sexo, edad y
ano contra cuatro agentes zoondticos en bovinos de la regiéon Frailesca,
Chiapas. 1996 y 1998.

ESTRATO B. L. hardjo

burgdorferi
' Ji? P Ji? P

i Seroprevalencia general 1996 2245 | 0.325 117.071

vs 1998,

| Seroprevalencia por sexo

i (hembras 1996 vs hembras 1.345 ] 0.2460

11998)

Seroprevalencia por edad

| (becerros vs produccidén) 1998 . . . 0.2704 . 0.3388 . 0.0336" |

| Seroprevalencia por edad _
{desarrollo 1996 vs desarrollo . . . 0.4888 . 0.0052* | 0. 0.6259 |
1998) |

Seroprevalencia por edad _
{produccion 1996 vs . . . . . 0.0213*
| produccion 199

** P <0.01
*P < 0.05
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Cuadro 6. Seroprevalencia por estrato de edad-sexo contra cuatro agentes

zoonéticos en bovinos de la regién Frailesca, Chiapas 1996.

ESTRATO

No.
positivos
B,
abortus
(%)

No.
positivos

B.
burgdorferi

No.
positivos
L.
hardjo
(%)

No.
positivos |
M. bovis |

(%) |

Seroprevalencia en becerras.

3
(7.5)

4
(10.8)

11
(27.5)

2
(5.4%)

Seroprevalencia en becerros .

1
(5.3)

4
(18.2)

1
(5.3%)

| Seroprevalencia en hembras en
i desarrollo.

7

29
(32.7)

Seroprevalencia en machos en
desarrollo.

5
(55.5)

Seroprevalencia en hembras en
produccion.

Seroprevalencia en
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Cuadro 7. Seroprevalencia por estrato de edad-sexo contra cuatro agentes

zoonoOticos en bovinos de la region Frailesca, Chiapas 1998,

ESTRATO

No. de
animales

No.
positivos
B.
abortus
(%)

No.
positivos
B,
burgdorferi

No.
positivos
L

hardjo
(%)

No.
positivos
M. bovis

(%)

Seroprevalencia en becerras.

38

3
(8.1)

6
(15.8)

4
(10.8)

3
(7.9%)

| Seroprevalencia en becerros .

7

1
(14.3)

| Seroprevalencia en hembras en
desarrollo.

13
(16.7)

| Seroprevalencia en machos en
desarrollo.

2
(14.3)

Seroprevalencia en hembras en
produccion.

29
(18.6)

Seroprevalencia en
sementales,
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Cuadro 8. Analisis estadistico (Ji 2) de manera conjunta de los estratos
“edad y sexo0” asi como afio de muestreo contra cuatro agentes zoonoticos
en bovinos de la regién Frailesca, Chiapas. 1996 y 1998.

ESTRATO B. abortus B. burgdorferi L. hardjo M. bovis

Ji* P Jit P Jit P Jit P

Seroprevalencia por sexo y edad 1996 ,
“Machos(desarrollo vs sementales) 0.025 0.8731 1.574 0,2095 8.513 |0.0035** ---

Seroprevalencia por edad y sexo 1996
“Produccién” (machos vs hembras) 0.238 0.6249 0.046 Q.8290 6.135 0.0132% | 0..729 ¢.3930

* P < 0.0S.
* P < 0.01
--- Ausencia de datos comparables.
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Cuadro 9. Seroprevalencia por estrato de edad, presencia o ausencia de la
gestacion y aflo de muestreo contra cuatro agentes zoonoéticos en bovinos de
" la region Frailesca, Chiapas. (1996 y 1998).

ESTRATO

No.
positivos
B. abortus
(%)

No.
positivos
B.
burgdorferi
(%)

No.
positivos
L. hardjo

(%)

No.
positivos |
M. bovis

(%)

 Hembras en desarrollo

1
(5.9)

2
(11.8%

8
(47.0)

1
(5.5)

i O
[
|

sestantes 1996

16
(21.3)

11
(14.7)

15
(20.0)

7
(9.3)

Hem‘bras en desarrollo
|no gestantes 1996

2
(4.6)

2
(4.6)

15
(34.9)

4
{9.3)

Hembras adultas no
pestantes

18
(18.9}

30
(31.6)

9
(9.5)

i Hembras en desarrollo
gestantes 1998

1
(9.1)

3
(27.3)

'Hembras adultas
gestantes 1998

>
(11.5)

7
(11.5)

|Hembras en desarrollo
{no gestantes 1998

8
(21.6)

6
(16.2)

|Hembras adultas no
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Cuadro 10. Analisis estadistico (Ji 2} entre hembras gestantes y no
gestantes en funciéon de la edad, contra cuatro agentes zoonoéticos en
bovinos de la regiéon Frailesca, Chiapas. 1996 y 1998,

ESTRATO B. L. hardjo
burgdorferi
P Jit P Ji P i P

I Hembras en desarrollo gestantes vs no

gestantes en 1996 04221 | 0517 | 04719 | 1829 | 0.1762 0.0245*
Hembras adultas gestantes vs no ,
 gestantes en 1996 0.0278* | 0.033 0.8542 0.063 0.8004 0.4705

| Hembras en desarrollo no gestanotes en
11996 vs hembras en desarrollo en 1998 0.9219 2.877 0.08%0 8.432 |0.0036** 0.8724

0.0465% | 0.002 0.9589 0.0096** 0.9540

j Hembras en desarrello gestantes vs .
| hembras adultas gestantes en 1996 . 0.9839 0.123 0.7248 . 0.62806

* P < 0.0S.
** P > 0.01
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Cuadro 11. Seroprevalencia contra cuatro agentes zoondticos por
explotacion bovina muestreadas en 1996 y 1998. Region Frailesca,

Chiapas.

EXPLOTACION

B.
burgdorferi
Yo

%

| L. hardjo |

=
S |
<
(/]

8
-

1996 | 1998

1996

1998

-
=)

11 13

23

18

0 0

4

10

3

73

31

0

3

3

44

56

0

—~ 0
=8 E=1 [= EN] ENTRAT Pt {98 1

| GARGALEOTE

10

o] Rk o] Rl Fol § o] B4 ] Rl BN

|GUADALUPE

38

4
]
]

LA GLORIA

IMARGARITAS

10

INATIVIDAD

61

PEDACITO

16

[PENICILINA

[SAN FRANCISCO

ISANTA LUCIA

[SOMBRA

[TAMARINDO

--- No se muestreo en ese afo.
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Cuadro 13. Determinacion del coeficiente de concordancia (Kappa) entre
diferentes técnicas serolégicas para el diagnodstico epidemiologico de B.

abortus y L. hardjo.

AGENTE | Técnicas _ o. e
serologicas muestras
analizadas

Brucella abortus ELISA indirecta vs 31

. Tarjeta acida
| Leptospira ELISA indirecta vs 41

linterrogans serovar Aglutinacién
Microscopica
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Cuadro 14. Resultados por explotacién bovina de la regién Frailesca,
Chiapas que obtuvieron un valor de porcentaje de ELISA > 80 contra el
antigeno de la rabia en 1996 y 1998.

No. bovinos | % bovinos |

EXPLOTACION - | No. bovinos

muestreados | ELISA > 80 | ELISA > 80 |

1996 | 1998 | 1996 | 1998 | 1996 | 1998 |
{ALBANIA 10 21 1 4 10.0 | 19.0 |
[ARGENTINA 10 10 2 1 | 2001/ 100 |
BELEN 19 20 0 1 0 5 |
BONANZA 30 3 — | 100 | —
BUENAVENTURA 29 30 1 1 3.4 | 3.3
CALVARIO B | -1 2 | — |80 —
[FIMEGEN 8 0 0
|GARGALEOTE 30 30 1 10 | 33 [ 33.3
{GUADALUPE 21 2 95 [ -

LA GLORIA

‘ MARGARITAS

10

INATIVIDAD

31

I PEDACITO

27

{PENICILINA

[SAN FRANCISCO — | 21 2 — [ 95
[SANTA LUCIA 29 30 12 5 | 414 | 16.7
'SOMBRA — | 30 1 3.3
' TAMARINDO 0

2

z
VESUBIO
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