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RESUMEN

Flores Puebla Maria Del Pilar. Diagndéstico serologico de Leptospira interrogans y Brucella
melitensis en rebafios caprinos en el estado de Guanajuato. (Bajo la direccion de: MC.
Enrique Herrera Lopez y MC. José Luis Gutiérrez Hernandez).

A pesar que en el estado de Guanajuato la caprinocultura tiene el potencial de convertirse en
una industria rentable, puntos cruciales como el desconocimiento de enfermedades que las
afectan y la carencia de asistencia técnica, son factores principales en los fracasos de mejorar
el desemperio del rebafio. Brucella melitensis y Leptospira interrogans son dos agentes que
provocan trastornos reproductivos y representan un riesgo de zoonosis, por lo que existe la
necesidad de hacer un diagndstico oportuno. El objetivo de este trabajo fue determinar la
frecuencia serologica de anticuerpos contra estos agentes en las principales zonas caprinas
del estado de Guanajuato. Se muestrearon a 5,555 caprinos en edad reproductiva de 162
unidades pecuarias distribuidas en las regiones noroeste, centro y sur del estado. Se probé la
totalidad de los sueros con la prueba de tarjeta al 3% y como prueba confirmatoria la
inmunodifusidn radial; para el diagnostico de leptospirosis se trabajé con 1,438 muestras y
se uso la técnica de aglutinacion microscopica. Se encontr6 una frecuencia a brucelosis del
0.49%, distribuidas especificamente en las regiones centro y sur; para leptospirosis se obtuvo
una frecuencia del 37.90% (545/1,438), las principales serovariedades encontradas fueron
Icterohaemorrhagiae (aislamiento nacional) 71.56% (390/545), Bratislava 22.75%
(124/545), Hardjo 15.23% (83/545), Wolffi 11.93% (65/545), Hardjo (aislamiento nacional)
11.01% (60/545), Tarassovi 6.42% (35/545) y Canicola (aislamiento nacional) 5.50%
(30/545). Se concluye que la presencia de brucelosis en el estado de Guanajuato es de baja
frecuencia, presentandose en la region sur y centro; se demostré también la presencia de
anticuerpos contra leptospirosis en las tres regiones estudiadas; la principal serovariedad
detectada para esta enfermedad fue Icterohaemorrhagiae.

Palabras clave: Brucelosis, Leptospirosis, Caprinos.
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1. INTRODUCCION

1.1 Historia y principales caracteristicas de la caprinocultura en México

La cabra fue uno de los primeros animales en ser domesticados en el oeste de Asia, se piensa
que es descendiente de las cabras salvajes de Pasang o de la Ibex griega encontradas en Asia
menor, Persia y otros paises cercanos. La cabra fue probablemente el primer rumiante

domesticado (Canta, 2004).

Aunque no se tiene certeza exacta, parece que el ganado caprino fue introducido a la nueva
Espafa entre los afios de 1554 a 1559 (Cantu, 2004), debido a que su funcion era proveer de
alimento a una tripulacién en el viaje durante el siglo XVI, algunos de estos animales
lograron sobrevivir y asi fueron desembarcados en el lado noroeste de la Republica
Mexicana (Martinez et al., 2013), donde posteriormente comenzd a desarrollarse la
caprinocultura (Reveles et al., 2008), estos caprinos pertenecian a las razas: Blanca
Celtibérica, Castellana de Extremadura y Murcina-Granadina, cuya funcion zootécnica
principal era la produccion de carne. De estas razas se originé la cabra criolla mexicana, a
partir de la época de la colonia se aproveché al ganado caprino con la exportacion de cueros
y pieles. Regiones como el norte y noroeste del pais, comenzaban a presentar un aumento
muy marcado en la tasa de crecimiento en la poblacion caprina (Gonzalez, 1977; Ducoing,
2006; Guerrero, 2010). Hacia el afio 1736, comenzaba la cria como tal de esta especie en la
zona norte, mientras que a la par en la zona del altiplano mexicano se denotaba el aumento

de la poblacién caprina en esa zona (Cantu, 2004).



La distribucion final de esta especie en la Republica Mexicana se desarroll6 en los climas
secos del norte del pais (Coahuila, Nuevo Ledn, Zacatecas y San Luis Potosi) y més tarde se
difundieron en los estados del centro de la Republica (Guanajuato y Querétaro), donde la
vegetacion es abundante en mezquites y huizaches (Miranda, 1988).

Hasta el siglo pasado, en la década de los afios sesentas, se fundé el centro de cria caprino de
Tlahualilo, Durango, donde se llevo acabo la importacion de las razas Anglo-Nubia, Alpino
Francés, Toggenburg y Saanen, provenientes en su mayoria de los Estados Unidos de
América (Ducoing, 2006). En la actualidad se pueden distinguir dos tipos de cabras criollas,
la primera se ubica en la parte central de México, esta es un tipo de cabra de talla pequefia
muy influenciada por las razas espafiolas, el segundo tipo de cabra criolla se ubica en el norte
de la Republica, esta tiene una variacion debido a los cruzamientos con las razas Alpino
Francés, Toggenburg y Anglo-Nubia, que tienen una talla mas grande y con un rendimiento

en canal superior al de las cabras de la parte central (Mason, 1981).

1.2 Caracteristicas de la produccién de la caprinocultura en México ante el
mundo

Las estadisticas que mencionan poblacion o nimero global de caprinos en el mundo no son

realmente exactas, se calcula una poblacion aproximada de 996,120,851 cabezas de caprinos,

los paises lideres en la produccion son principalmente asiaticos y africanos, la lista es

encabezada por China, India, Nigeria, Pakistan, Bangladesh, Sudan, Iran, Mali, Indonesia y

Etiopia (FAO, 2012). De los 35,996,320 de cabras existentes en el continente americano, casi



la mitad se concentra en Brasil y México, nuestro pais cuenta con una poblacién de
aproximadamente 9,000,000 (SIAP, 2015).

Tradicionalmente los caprinos han estado en manos de los estratos socioecondmicos mas
bajos de la poblacion, debido a esto, son la especie doméstica que menos aporta al producto
interno bruto en México. Actualmente la situacion estd cambiando, provocando la
transformacion a una produccion pecuaria empresarial muy prometedora (Cuellar et al.,

2012).

La produccién caprina nacional se ha visto afectada por una serie de barreras que han
impedido su crecimiento y le han provocado mantenerse en una posicion estatica y con
niveles importantes de rezago, dentro de los principales problemas que se observan en la

caprinocultura nacional, resaltan los siguientes (Ducoing, 2006; Jiménez et al., 2013):

Escaso o nulo financiamiento para esta actividad dentro del subsector pecuario

- Carencia de personal capacitado técnicamente en el estudio, investigacion y extension
en el conocimiento en el area, resultado asi en bajos indices productivos.

- Falta de organizacion por parte de los productores en asociaciones, cooperativas o
grupos.

- Minima integracién en la cadena de produccion-consumo, lo que ha favorecido la
presencia de intermediarios que realizan la comercializacion de animales e insumos.

- Limitada rentabilidad, por lo que generalmente se convierte en una actividad

econOmica secundaria.

- Alta incidencia de enfermedades en los animales.



Por estas razones, en la actualidad la caprinocultura nacional sigue sin satisfacer la cada vez

mas grande demanda en cantidad y calidad de los productos en esta especie; no obstante, en

México este tipo de produccion es bastante dindmica y contrastante, ya que se diferencia en

tres principales formas de produccion, de acuerdo a la manera de obtener los recursos de esta

especie (Cuellar et al., 2012), clasificando a los sistemas de produccion caprinos existentes

en.

1)

2)

3)

Sistemas extensivos: Se basan en la utilizacion de animales en terrenos menos
productivos, no aptos para actividades agricolas y forestales. Es comdn en ellos la
baja tecnificacion y el sobrepastoreo, agregando ademas la escasez de agua en la zona.
El ganado criollo es quien se ha adaptado mejor a las condiciones dificiles de este
medio.

Sistemas semi-intensivos: Se ubican generalmente en regiones con mayor
productividad, las actividades de alimentacion que se llevan en el rebafio,
generalmente estan marcados por el pastoreo combinado con alimento balanceado.
El fin de este sistema es la produccion de leche y también la venta de animales para
pie de cria.

Sistemas Intensivos: Estos sistemas se caracterizan por la estabulacion total de los
animales, hay inversion de capital en una superficie determinada de terreno, poseen
una eficiente administracién y alta tecnificacion. El proceso productivo se realiza con
un manejo adecuado de técnicas avanzadas en cuanto a alimentacion, también se lleva
a cabo una seleccion genética para que los animales expresen por completo su
potencial de produccion, hay una optimizacion del uso del terreno y los animales.

4



Existen actualmente 6 zonas caprinas en la Republica Mexicana: La region noroeste, la
region Mixteca, la region Puebla-Veracruz, la region de La Laguna, la region Jalisco-

Michoacan, y la region del Bajio (Trejo y Ortega, 2015).

La produccion carnica se desarrolla principalmente en dos zonas, la primera en estados del
sur de la Republica Mexicana como Oaxaca, Puebla y Guerrero, quienes se caracterizan por
una crianza de tipo extensivo, con pastoreo trashumante, en contra parte con caprinocultores
del norte pertenecientes a los estados de Coahuila y Zacatecas, quienes se caracterizan por
su mayor eficiencia en la produccidn carnica, a pesar de que sus inventarios caprinos son casi

la mitad de los de Oaxaca o Puebla (Jiménez et al., 2013).

En la produccién de leche caprina, los estados que mas destacan se encuentran en el centro y
norte de la Republica Mexicana, en los estados de Coahuila, Guanajuato, Durango,
Michoacéan y Querétaro, donde se obtiene alrededor del 82% de la produccion lactea caprina

nacional.
1.3 Caprinocultura en Guanajuato

En el afio 2015, el Estado de Guanajuato ocupé el segundo lugar en produccion lactea
aportando 43,709,000 litros (25.8%), tan sélo por detras del estado de Coahuila del total de
la produccién nacional, mientras que en la produccidn de carne, tiene el octavo lugar con una
produccion de 2,987 toneladas por afio (SIAP, 2015).

Guanajuato cuenta con distintos tipos de unidades de produccion, desde las tecnificadas y
semi-tecnificadas que representan la cuspide de la piramide, localizadas principalmente en
la zona del Bajio del estado en los municipios de Apaseo el Grande, Celaya, Salamanca,

Irapuato, Pénjamo, Abasolo, Villagran, Cortazar y Juventino Rosas, hasta las modestas



unidades de produccion, las cuales representan a la gran mayoria de los rebafios caprinos
presentes en el estado, constituidos por un escaso numero de animales, los cuales son
manejados en pastoreo y cuidados directamente por el pastor y otros miembros de la familia

(Medina y Medina, 2014).
1.4 Zoonosis: Sanidad animal y salud publica.

Una de las herramientas necesarias para una produccion ganadera mas sostenible es la
sanidad animal, ya que los productos de origen animal ademas de representar una fuente de
alimentos, son una fuente de ingresos para los productores. Por ello, los cambios en la
produccién ganadera aumentan el potencial de que surjan, crezcan y se propaguen agentes
patdgenos desde los animales a los seres humanos, esto significa que los animales sanos estan
estrechamente relacionados con las personas sanas y un medio ambiente sano (FAO, 2015).
La circulacion de patogenos en las poblaciones animales representa una amenaza para la
sanidad animal y la salud puablica, ya que existen ciertos patdgenos (virus, bacterias o
parasitos) que han evolucionado y perfeccionado sus ciclos en un entorno que les es cada vez
mas favorables, factores que con la poca o nula participacion de las personas involucradas a
este medio, confabula para la diseminacion de estos agentes patdgenos, garantizando asi su

permanencia en algun animal susceptible (Flores, 2010).

Ya que muchas veces se pasa por alto la bioseguridad que se debe mantener en las unidades
pecuarias para evitar la diseminacion de enfermedades con potencial zoonético, lo que
propicia un riesgo para la salud publica que emerge de la interface humano — animal y
ecosistema, el cual se puede describir como la exposicion continua, directa o indirecta de las
personas con los animales, sus productos y subproductos, asi como el medio ambiente donde

se desenvuelven (Flores, 2010). Existen una serie de elementos en comun que influyen como
6



detonantes en la aparicién, diseminacion y permanencia de las zoonosis, entre los que

destacan (Flores, 2010; Vargas y Galindo, 2013):

Factores demograficos y socioeconomicos, donde la pobreza y el hacinamiento de
animales juegan un papel importante.

- Laglobalizacion que propicia el comercio de animales, productos y subproductos.

- Falta de promocion y educacion para la salud.

- Limitada infraestructura de laboratorios para el diagndstico de este tipo de

enfermedades.

Actualmente la importancia de las zoonosis, tanto por su magnitud como por su impacto,
requiere la necesidad de establecer acciones conjuntas de vigilancia epidemioldgica y
medicina preventiva, asi como programas conjuntos para el combate y potencial erradicacion

en la medida de lo posible (Zinsstag, 2005).

La leptospirosis es considerada como la zoonosis de mayor difusion en el mundo por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE) y la International Leptospirosis Society (ILS). La transmision de la leptospirosis no
tiene barreras y puede ocurrir tanto entre animales de la misma especie como entre especies
diferentes (Hartskeerl, 2005). La mayor prevalencia se registra en paises en vias de

desarrollo, principalmente trépicos y zonas himedas.

Por otra parte, la brucelosis es considerada una enfermedad desatendida, no siempre
notificada, que continda afectado a las personas y animales, es una zoonosis que necesita la

interaccion de los sectores de salud publica y veterinaria. Un factor desfavorable importante



para el diagndstico de esta enfermedad en los humanos es que los signos tipicos de la

enfermedad no son especificos (Flores, 2010).

1.5 Leptospirosis en Caprinos

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa ocasionada por bacterias pertenecientes al
género Leptospira, tiene una amplia distribucion en todo el mundo tanto en zonas rurales
como urbanas que cuentan con caracteristicas climatoldgicas y orograficas, redes pluviales
naturales, extensas areas agricolas y presencia de lluvias estacionales que favorecen la
propagaciéon de Leptospira, afectado en diferentes formas que van desde la infeccion
asintomatica, aguda o crénica, a la mayoria de mamiferos domesticos y silvestres. Este
microorganismo se elimina por la orina de los animales infectados de forma continua o
intermitente, contaminando asi al medio ambiente; por ello, es considerada como una
zoonosis y un problema en salud pablica de gran importancia. Los seres humanos suelen
infectarse tras la exposicion a agua o suelo contaminado por la orina de los animales
portadores asintomaticos o reservorios, que inevitablemente predispone a la presencia de la

enfermedad (Garcia et al., 2013).

1.5.1 Etiologia

Este agente bacteriano comprende al género Leptospira, que pertenece a la familia
Leptospiraceae, orden Spirochaetales (Faine et al., 1999). Este género comprende 22
especies agrupadas en tres categorias: patogénica, intermedia y saprofita. Dentro de cada
categoria existen nueve especies patdgenas, cinco especies intermedias, que son distintos de

los agentes patdgenos y saprofitos, de acuerdo con su secuencia de ARNr 16S, y seis especies



saprofitas. Actualmente hay més de 260 serovariedades potencialmente patogénicas

(Picardeau, 2013).

Las leptospiras son espiroquetas Gram negativas con forma helicoidal que usualmente miden
0.1 um por 6 — 20 um de longitud (Levett et al., 2005). La organizacion estructural de estas
espiroquetas esta conformada basicamente de una membrana citoplasmatica, una delgada
capa de peptidoglicano, un espacio periplasmico y una membrana externa (Yanagawa y
Faine, 1966). Presenta dos filamentos axiales (flagelos periplasmicos) con inserciones
polares que se encuentran en el espacio periplasmico y son responsables de su motilidad
(Picardeu et al.,, 2001; Adler y de la Pefia, 2010). La membrana externa contiene
lipopolisacaridos (LPS) altamente inmunogénicos, es responsable de la especificidad de las
serovariedades. Cuenta también con varias lipoproteinas (LipL32, LipL41) y porinas
(OmpL1, Omp85) las cuales constituyen el sitio de interaccion con el hospedero y al parecer,
participan en la patogénesis de la nefritis intersticial y en la respuesta inmune innata (Levett

et al., 2001; Dong et al., 2008; Garcia et al., 2013).

1.5.2 Transmision

La transmisidn requiere la circulacién continua de este patdgeno entre el reservorio natural,
que incluye una gran variedad de mamiferos (sobre todo ratas y perros) y los huéspedes de

mantenimiento (Salman y Steneroden, 2015).

La Leptospira de tipo patdgeno tiene una preferencia marcada por colonizar y albergarse en
los tubulos renales. A partir de los rifiones, las leptospiras son excretadas en la orina y pueden
contaminar el suelo, estanques de agua y arroyos por largos periodos (Adler y de la Pefia,

2010). Las infecciones de animales o seres humanos se producen por el contacto directo con



la orina o indirectamente a partir de agua contaminada, la via de entrada incluye heridas,
cortaduras o abrasiones de la piel, mucosas o conjuntiva; sin embargo, también se sugiere
que la piel reblandecida y la exposicion al patégeno por tiempo prolongado es una via de
entrada. Las personas con ocupaciones de riesgo potencialmente que pueden estar infectados
son los veterinarios, productores, trabajadores expuestos en alguna unidad pecuaria,
cientificos y técnicos en el manejo de animales de laboratorio (Haake y Levett, 2014; Olmo

etal., 2014).

Los caprinos son considerados menos susceptibles a leptospirosis que otras especies
domeésticas (Leon-Vizcaino et al., 1987), ya que no parecen actuar como principales
reservorios naturales, por lo que su infeccion en gran medida depende de las posibilidades de
contacto con este microorganismo en su ambiente (Lilenbaum et al., 2007a). En comparacion
con el ganado bovino, donde la infeccion es de tipo venérea, en caprinos solo se ha logrado
evidenciar la presencia ADN de Leptospira en fluidos vaginales, confirmando la presencia
del agente en el tracto genital, mientras que en machos, el hallazgo de ADN de Leptospira

en el semen es debido a la contaminacion de orina en la uretra (Lilenbaum et al., 2008b).

La infeccion por Leptospira se ha clasificado en dos grupos principales: el primero consiste
en animales portadores con cepas ya adaptadas como el ganado bovino, un ejemplo, seria la
serovariedad Hardjo que es independiente a la regidn o a las precipitaciones pluviales; el
segundo consta de infecciones accidentales, causadas por cepas de otros animales reservorios
que conviven con ellos en el mismo medio, ademas que son dependientes de los factores
ambientales y de las practicas en cuestion de la misma produccion agropecuaria (Lilenbaum

et al., 2008a).
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1.5.3 Signos clinicos

La leptospirosis en caprinos puede presentarse en dos formas. La forma aguda se caracteriza
con pirexia, anorexia, depresién, conjuntivitis, ictericia, diarrea y anemia o sindrome
hemorrégico, con frecuencia se ven afectados en mayor medida los cabritos, asociado a
serovariedades como Pomona, Icterohaemorrhagiae o Grippotyphosa (Little et al., 1981;
Ellis et al., 1984; Leon-Viscaino et al., 1987). La forma crdnica en adultos, generalmente se
asocia con la enfermedad renal, enfermedad hepética o disfunciéon reproductiva como
infertilidad, muertes neonatales, abortos, cabritos débiles y disminucion de la produccion de
leche, teniendo esta fase mayor impacto en pérdidas econdémicas para el productor

(Lilenbaum et al., 2007b, 2008a; Martins y Lilenbaum, 2014).

Debido a que las manifestaciones clinicas son confundidas con otro tipo de patdgenos, al ser
correctamente diagnosticadas no son comunmente reportadas, y la prevalencia de esta
enfermedad varia en cada region o pais. En estudios recientes como es el caso de Brasil,
donde este agente ha tenido mayor difusién de estudio en la especie caprina denota una
frecuencia de positividad 20.9% al 65% (Lilenbaum et al., 2008 y Nunez de Souza et al.,
2001). Mientras que a nivel nacional también la frecuencia se comporta de forma diversa
como: Aguascalientes con 15%, Distrito Federal 27%, Zacatecas 35% Yy Coahuila 46.66%
(Pérez, 1985), y en afios recientes tomando como ejemplo San Luis Potosi con 45.45%

(Gonzalez, 2013) y Guerrero, con una frecuencia de 64.26% (L6pez, 2011).
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1.5.4 Patogenia

Después del ingreso del microorganismo en el huésped, las leptospiras alcanzan rapidamente
el torrente sanguineo, conferida por su movilidad al presentar un par de filamentos axiales y
su capacidad de liberar hialuronidasa, ademas de que probablemente facilite su diseminacion
a diferentes tejidos (Adler y de la Pefia, 2010; Wun-Ju et al., 2011), de esta forma el periodo
de la leptospiremia puede durar mas de una semana, este comienza al primer o segundo dia
después de la infeccidn, esta fase termina con la aparicion de anticuerpos circulantes, que son
detectables por lo general a los 10 — 14 dias. La fase aguda de la enfermedad coincide a la

par con la leptospiremia, que estd asociado en animales jovenes (Hathaway et al., 1983).

La primera lesién es el dafio al endotelio vascular seguido de isquemia debido a la difusion
y la proliferacion de las espiroquetas, teniendo como resultado necrosis tubular en los
rifiones, dafio hepatocelular y pulmonar, meningitis, miositis y placentitis. Las hemorragias
y la ictericia aparecen en casos severos. Una vez que los anticuerpos circulantes aparecen,
las leptospiras son removidas de la circulacion, a excepcién del rifién y tracto genital. En la
fase crdnica la produccién de anticuerpos es limitada, el microorganismo sigue persistiendo

en el rifion y tracto reproductivo (Adler y de la Pefia, 2010).

La Leptospira también puede localizarse en el Gtero de hembras gestantes. El aborto, muerte
fetal y neonatal son resultado de infecciones intrauterinas, que ocurren a finales de la
gestacion, ya que si la competencia inmune se ha desarrollado, los anticuerpos de las
leptospiras pueden encontrarse en el feto del animal. La patogénesis de tipo reproductiva es
poco conocida, pero se cree que la infeccion via trasplacentaria se produce en un tiempo muy
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limitado durante la leptospiremia materna. Se asocia también la infeccion materna a la
disminucion de la inmunidad uterina que es incapaz de prevenir la infeccion trasplacentaria

por leptospiras presentes en el tracto genital (Ellis, 2014a).

Una caracteristica adicional es la persistencia de las leptospiras en el oviducto, ya que se ha
demostrado que este agente infeccioso tiene la capacidad de adherirse y penetrar la zona
pellcida y entrar en las células embrionarias, ello interfiere con la implantacion del embrion
0 con otros eventos de la gestacion temprana, asi como en los tractos genitales de los machos,
mientras que en la fase crénica se ha reportado su presencia en la glandula mamaria y los

ganglios linfaticos (Ellis, 2014a; Martins y Lilenbaum, 2014).
1.5.5 Diagnostico Seroldgico

La prueba de aglutinacion microscopica (MAT por sus siglas en inglés), es una técnica de
referencia empleada a nivel mundial y consiste en la evaluacion de anticuerpos aglutinantes
contenidos en el suero de animales infectados. Los antigenos seleccionados para su
utilizacion en la prueba de MAT, deben incluir cepas representativas de los serogrupos que
existen o en una zona geografica en particular. Normalmente los anticuerpos frente a otras
bacterias no dan reaccion cruzada con Leptospira de manera significativa (OIE, 2014). A
pesar de la posibilidad de realizar estudios en animales individuales, la MAT se considera
principalmente una prueba de rebafio (Ellis, 1996), agregando que para la obtencion de
informacién util, se deben examinar al menos diez animales o el 10% del rebafio y
documentar el historial de vacunacion de los mismos, pues animales previamente vacunados

contra la enfermedad pueden resultar positivos al momento de realizar la prueba (OIE, 2014).
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MAT tiene limitaciones, si bien puede identificar el serogrupo presuntivo, carece de
precision, porque tienden a existir reacciones cruzadas significativas entre serovariedades
(Picardeau, 2013). Al detectar por igual a la 1gG y la IgM, hace que no pueda diferenciar
entre infecciones actuales, recientes o pasadas (Musso y La Scola, 2013), ademés de no es
capaz de diferenciar entre anticuerpos de infeccion o de vacunacién (Adler y de la Pefia,

2010).

La forma de interpretar los resultados de esta prueba, tiende a ser variable de acuerdo al titulo
en el que fueron reactivos, un titulo bajo es apropiado en una poblacién donde la exposicion
a leptospirosis es poco comun, pero si la exposicion es frecuente, teniendo como ejemplo la

zona tropical, se debe hacer el punto de corte en el titulo mas alto (Musso y La Scola, 2013).

Los ELISA que detectan los anticuerpos antileptospira, estan basados en el uso de diferentes
tipos de antigenos: el primero de ellos son pruebas de ELISA basados en el uso de OMP
recombinantes (preparaciones de la proteina de la membrana externa) como antigenos, los
cuales son ampliamente reactivos frente a anticuerpos contra todas las leptospiras patdgenas
(OIE, 2014), este tipo de pruebas no son adecuadas para la identificacion de la serovariedad
causal o serogrupo (Musso y La Scola, 2013), por ello no tienen valor en los estudios
epidemioldgicos. Otro tipo de ELISA son los basados en antigenos lipopolisacaridos, los
cuales son especificos de serogrupo y si tienen utilidad en los estudios epidemioldgicos y los
programas de control. Se ha reportado que los ELISA que funcionan con IgM son Utiles en

el diagndstico de una infeccidn aguda (OIE, 2014).
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1.5.6 Diagnostico bacterioldgico

El aislamiento de Leptospira es el método definitivo para su diagndstico, para realizar esta
prueba se pueden usar muestras de sangre, orina o liquido cefalorraquideo que deben ser
colectadas durante los primeros 10 dias de la enfermedad, las muestras de orina pueden ser
colectadas desde la segunda semana después de haber mostrado los signos clinicos
(Picardeau et al., 2014). Siempre y cuando no haya residuos de antibidticos, autolisis
avanzada del tejido, y que estos mismos se manejen con rapidez para realizar cultivos, la
muestra debe ser conservada entre 2 y 5 °C para impedir el crecimiento excesivo de otras
bacterias. Como medios de transporte para el envio de las muestras, deben emplearse un
medio de cultivo liquido o una solucion al 1% de albimina sérica bovina (BSA) con 5-

fluorouracilo a una concentracion de 100-200 pg/ml (OIE, 2014).

El cultivo debe realizarse en un medio liquido o semisélido como el medio liquido EMJH
(Korrthoff, Stuart, Ellinghausen y McCullough, Johnson y Harris) con BSA (albumina sérica
bovina) o bien con Tween 80, 0 una combinacion de Tween 80 y Tween 40. El tiempo que
se requiere para la deteccién de un cultivo positivo varia con el serovariedad de Leptospira
y el nimero de microorganismos presentes en la muestra, los serovariedades menos exigentes
como Pomona y Grippotyphosa pueden dar resultados positivos muy pronto, entre 7-10 dias
después de la siembra; otras serovariedades como Hardjo y Bratislava pueden tardar mucho
mas tiempo, los cultivos deben examinarse con un microscopio de campo oscuro cada 1-2
semanas (OIE, 2014). No obstante, a pesar de considerarse el cultivo bacteriolégico una
herramienta diagnostica definitiva de forma individual, se ve obstaculizada por el lento

crecimiento de algunas cepas de Leptospira y largos periodos de incubacion que pueden ir
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hasta 13 semanas (Faine et al., 1999; Levett, 2001), por esta razon, este tipo de diagnostico

no es factible como prueba de rutina (Adler y de la Pefia, 2010).
1.5.7 Diagnostico histologico

Tradicionalmente la visualizacion de las leptospiras se hacia con la muestra del tejido fijado
en formalina y parafina, con el uso de tinciones de plata (Disbrey y Jensen, 1970), pero
debido a que este método no es especifico y es poco fiable (Murphy y Jensen, 1969), se han
utilizado técnicas como la inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa para demostrar la
presencia de Leptospira en los cortes histologicos (Skilbeck y Chappel, 1987). Estas técnicas
son (tiles para diagnosticar la infeccion en material patoldgico, que es inadecuado para la
realizacion de cultivos o donde se requiere un diagndstico rapido. Puesto que el éxito de estas
técnicas depende del nimero de microorganismos presentes, son menos apropiadas para
diagnosticar el estado de portador cronico, donde el nimero de microorganismos puede ser
muy bajo o localizado. Las leptospiras no se tifien bien con los colorantes de anilina, y las
técnicas de tincidn argéntica carecen de sensibilidad y especificidad, aunque constituyen un

complemento Util para el diagndstico histopatoldgico (Baskerville, 1986).
1.5.8 Diagnostico Molecular

Los ensayos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) son un método simple
y répido para la deteccidn de leptospiras en tejidos y fluidos corporales (OIE, 2014), detecta
ADN bacteriano en muestras de sangre durante los primeros 5 - 10 dias después de haber
iniciado los signos clinicos de la enfermedad, ya que la carga bacteriana en suero varia desde

10° a 10° leptospiras/mL. (Boonsilp et al., 2011).
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Su ventaja principal reside en la capacidad de obtener un diagndstico definitivo durante la
etapa aguda de la enfermedad antes de que los anticuerpos sean detectables. A pesar de ser
capaz de detectar la presencia de leptospiras patdgenas, no permite identificar directamente

la serovariedad (Merien et al., 2005; OIE, 2014).

1.5.9 Tratamiento

El tratamiento contra la leptospirosis consiste en primera instancia, en la terapia de fluidos
combinada con transfusion de sangre en los animales clinicamente anémicos (Jones et al.,
2012). Las leptospiras son sensibles a la mayoria de los antibidticos que incluyen
tetraciclinas, penicilina/ampicilina, estreptomicina, fluoroquinolonas (Spickler y Leedom,
2013); sin embargo, la mayor limitacion de los antibioticos es que no eliminan el estado de
portador renal. Varios antibioticos especificos han demostrado disminuir la carga bacteriana
en la orina en una sola dosis, la oxitetraciclina (20 mg/kg) aplicada de forma intramuscular,
la tilmicosina (10 mg/kg) en aplicacién subcutanea y dihidroestreptomicina-penicilina G (25
mg/ kg) aplicada en forma intramuscular son algunos ejemplos de estos antibidticos
(Hernandez 2005; Jones et al., 2012). Se ha reportado también que la combinacion de
penicilina y estreptomicina pueden ser considerados para detener casos de abortos masivos.
Cabe de aclarar que ninguno de estos tratamientos evita la re-infeccién, por lo que también
debe considerarse la vacunacion en animales en riesgo y debe considerarse el retiro de la

leche del bote o tanque, por la eliminacion del antibidtico (Ellis, 2014 b).
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1.5.10 Control y prevencion

El control de leptospirosis en caprinos implica medidas de identificacion y tratamiento en los
portadores y en las fuentes de infeccion, se recomienda ademas poner en cuarentena a los
animales recién adquiridos. La vacunacién juega un papel importante en el control de la
enfermedad, ya que puede reducir significativamente la aparicion de los sintomas clinicos en
el rebafio; sin embargo, la vacunacion debe contener las serovariedades representativas en el
rebafio, ya que la inmunizacién protege contra la enfermedad causada por serovariedades
homologas o similares antigénicamente, por ello es parte crucial para el control de la
enfermedad (Hernandez, 2005; Martins y Lilenbaum, 2014). Se recomienda que el calendario
de vacunacion se lleve a cabo en condiciones de bajo riesgo en el rebafio cada 6 meses; en
cambio, en condiciones de alto riesgo la vacuna debe emplearse cada 3- 4 meses (Bearden,

2002).

Las medidas efectivas para el control de la diseminacion de este agente son a través de la
limpieza y desinfeccién de las instalaciones donde el rebafio tiene contacto, con especial
énfasis en la limpieza constante de restos de materia organica como lo son las excretas de los
animales, restos de placentas y abortos. Otro punto crucial es el control de fauna nociva
(principalmente roedores y perros) en los diversos sistemas de produccion, ya que la orina de
estos animales es una importante fuente de diseminacion del agente, por ello la realizacién
de pruebas serologicas para la deteccion de leptospirosis en un rebafio es de vital importancia

(Céspedes, 2005; Hernandez, 2005).
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1.6 Brucelosis en caprinos.

La brucelosis es una enfermedad infecto-contagiosa de origen bacteriano que afecta al
humano como a diferentes especies animales domésticas. Esta enfermedad tiene una amplia
distribucion mundial, los animales m&s comunmente afectados son los bovinos, cabras y
cerdos, el contagio al hombre suele ser accidental. La importancia econdmica que representa
la brucelosis est& dada por las pérdidas que ocasiona en la produccién animal, ya que este
impacto se ve reflejado en abortos, infertilidad, baja en la produccién de leche y las
restricciones aplicadas tanto a los animales infectados como a los productos de éstos, aunado

a los grandes trastornos que ocasiona en humanos infectados (Suarez et al., 2013).
1.6.1 Etiologia

La brucelosis es una zoonosis bacteriana causada por un microorganismo perteneciente al
género Brucella; B. melitensis es el principal agente etioldgico de la brucelosis en el ganado
caprino (Diaz, 2013a), otra especie afectada son los ovinos y es considerado también el
principal agente responsable de la brucelosis en los humanos, en donde es conocida como
fiebre de Malta (Blasco y Molina 2011); B. abortus ocasionalmente se ve implicada en la
brucelosis caprina (Santellano et al., 2004). Las bacterias del género Brucella son
cocobacilos Gram negativos, intracelulares facultativos de aproximadamente 0.3x 0.44 pm,
B. melitensis y B. abortus son especies de fenotipo liso (Moriyon y Lopez, 2001; Aguilar et
al., 2011).

Los componentes de Brucella en su envoltura celular tienen mucho que ver con su resistencia
a los factores ambientales, puesto que esta envoltura estd formada por una membrana

citoplasmastica, una membrana externa y un espacio periplasmico intermedio. La membrana
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externa esta en contacto con el medio y presenta un componente principal que es el
lipolisacarido (LPS), el cual es un antigeno inmunodominante. EI LPS consta de tres unidades
estructurales: Un glicolipido (lipido A), un nacleo oligosacérido y un polisacarido (cadena
0). Otros componentes de la membrana externa son una serie de glucanos circulares, el

polisacéarido B, los fosfolipidos y las proteinas de membrana externa (Suérez et al., 2013).

1.6.2 Transmision

La principal via de entrada de Brucella es la oral, por la ingestion de alimento o agua
contaminados por secreciones, restos de abortos de cabras infectadas, o bien por el lamido
de las secreciones vaginales, los genitales, los fetos abortados y los cabritos recién nacidos
de cabras infectadas. La leche es una forma natural de eliminacion de la Brucella y es
trascendental en la transmision al cabrito y al humano. La transmision también puede ocurrir
durante el ordefio a través de pequefias abrasiones en la piel de la glandula mamaria. La
transmision vertical también es posible, ocurre cuando los cabritos se infectan en el momento
de atravesar el canal del parto, o bien al mamar calostro o leche de cabras infectadas (Diaz,

2013a).
1.6.3 Signos clinicos

La principal manifestacion clinica es el aborto durante el Gltimo tercio de la gestacion, este
signo generalmente es observado durante la gestacion subsecuente a la infeccion, durante las
siguientes gestaciones la probabilidad de aborto disminuye sustancialmente; sin embargo, el
animal seguira eliminando grandes cantidades de bacterias en el exudado vaginal. Como

consecuencia de la infeccion también pueden presentarse mortinatos, partos prematuros con
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disminucidn en la productividad lactea, cabritos débiles, retencion de placenta y metritis. En
el feto no se presenta ninguna lesidn macroscépica especifica (Seleem et al., 2010; Diaz,
2013Db; Rodolakis, 2014).

En ocasiones puede observase artritis en los animales, pero las cabras que no estan gestantes
permanecen generalmente asintomaticas (Garin et al., 2006; Rodolakis, 2014). La infeccion
en los machos puede causar orquitis o epididimitis, teniendo como consecuencia la
infertilidad, aunque estas manifestaciones no son frecuentes, tampoco es comun la

transmision venérea (Musa et al., 1990 y Chand et al., 2002)
1.6.4 Patogenia

Las brucelas entran en el organismo con mayor frecuencia por la via oral, posteriormente se
dirigen a la mucosa donde son fagocitadas por los polimorfonuclares (PMN) y macrofagos,
después de su internalizacion, la Brucella se encuentra dentro de una vacuola que va
madurando, pasando de ser un endosoma temprano a un endosoma tardio, y si no es destruida
se multiplica en el reticulo endoplasmico de los macrofagos, de esa manera se disemina al
resto del organismo (Arellano et al., 2005; Diaz, 2013a). Una vez fagocitada es transportada
a los linfonodos regionales, alli siguen multiplicandose tras su diseminacion hematdgena,
teniendo un tropismo por los oOrganos del tracto reproductor (Suarez et al., 2013),
especialmente los cotiledones y el corion placentario, donde se multiplican abundantemente,
trayendo como consecuencia una endometriosis ulcerosa en los espacios intercotiledonarios
y destruccion de las vellosidades (Xavier et al., 2009); mientras que a nivel hormonal induce
a un aumento en los niveles de prostaglandina F2a, estrogeno y cortisol a la par de una
disminucion de progesterona, provocando la muerte y expulsion del feto (Carvalho et al.,

2010; Poester et al., 2013).
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La principal estrategia de la Brucella es pasar desapercibida por el sistema inmune, una vez
que ha infectado intracelularmente durante las primeras horas de infeccion, el aumento de
citocinas en sangre es poco evidente, aun asi la Brucella puede encontrarse en sangre dentro
de células fagociticas como los neutrofilos, que son las primeras células del huésped que se
ponen en contacto con la Brucella, la opsonizaciéon de las bacterias por anticuerpos y
complemento facilita su fagocitosis. Esta bacteria es capaz de sobrevivir y multiplicarse
dentro de los neutrofilos durante el curso de la infeccion y de esta forma ser transportada a
los tejidos linfoides. Para que se produzca la muerte de las bacterias intracelulares, es
necesaria la desgranulacion de los granulos de los neutrdfilos de mieloperoxidasa (Teixeira-
Gomes et al., 2000).

Las siguientes células blanco en reaccionar frente a este agente son los macrofagos y las
células dendriticas que juegan un papel fundamental en la inmunidad innata, asi como el
reconocimiento e induccion de la inmunidad adaptativa contra las bacterias intracelulares
(Skendros y Boura, 2013). Sin embargo, la degranulacion de granulos primarios y
secundarios de polimorfonucleares es inhibida por Brucella (Riley y Robertson, 1984). El
LPS es el primer antigeno frente al cual aparecen anticuerpos (Winter et al., 1989) de tipo
IgM e IgG, postinfecciosos, los anticuerpos pueden opsonizar cepas lisas e inmunopotenciar
la infeccidn de las células fagociticas (Hoffmann y Houle, 1983). También se ha demostrado
la produccidn de anticuerpos contra proteinas de membrana (Stevens y Steven, 1996). Esta
bacteria es capaz de replicarse en el medio ambiente intracelular se asume que una respuesta
inmune celular es de vital importancia para eliminar o proteger el huésped de la infeccion
por este microorganismo. Los linfocitos T, juegan el papel méas importante en el control y la
resolucion de esta infeccion (Oliveira y Splitter, 1996). La produccion rapida de 1L-12

durante la infeccion con la Brucella, también es de vital importancia para activar las células
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Th1 productoras de interferén gamma (IFN-y) y de esta manera contribuir a la induccién de
la resistencia celular adquirida (Zhan y Cheers, 1995; Zaitseva et al., 1996). De igual manera,
el factor de necrosis tumoral (TNFa) producido durante la infeccion intracelular, participa en
el desarrollo de la resistencia a la Brucella, ademéas parece contribuir a la formacion de
granulomas que se observan en tejidos infectados, probablemente mediante una accién
directa sobre las células efectoras, y no mediada por el interferon, ya que la seleccion de esta

citoquina no causa una disminucién en la produccién de IFN-y (Zhan et al., 1996).

1.6.5 Diagndstico

1.6.6 Pruebas serologicas

Prueba de tarjeta (PT) o rosa de bengala. Consiste en confrontar el suero problema con el
antigeno de B. abortus cepa 1119-3 a una concentracion de 3% en caprinos, la cual es Util
para la deteccion de anticuerpos inducidos tanto por B. abortus como por B. melitensis, ya
que estas especies bacterianas comparten antigenos de superficie y detecta la presencia de
anticuerpos circulantes de tipo 1gG e IgM de origen vacunal o debido a infecciones naturales.
La PT tiene como base que los anticuerpos aglutinan en forma inespecifica con el antigeno
de brucelas lisas, es decir el lipopolisacarido. La lectura e interpretacion de resultados es con
base en los dos tipos de reacciones que pueden haber, se considera un suero como positiva
cuando se formen grumos al momento de mezclarse con el antigeno, estas muestras con este
tipo de reaccion deben someterse a las pruebas confirmatorias, mientras que se considera un
resultado negativo cuando la mezcla entre el suero y el antigeno sea una mezcla homogénea

y sin grumos. Esta prueba es sencilla, econémica y practica, por lo que es ideal para el
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diagndstico poblacional. Sin embargo, existe el riesgo de dar resultados falsos positivos por
reacciones cruzadas con bacterias como Salmonella, E. coli, Yersenia y Pseudomona (Diaz

etal., 1999; Aguilar et al., 2011).

Prueba de Fijacién del complemento (FC). Es la prueba de referencia internacional que sirve
para determinar los titulos de anticuerpos fijadores de complemento presentes en el suero de
bovinos, caprinos, ovinos y otras especies domésticas o silvestres, contra cepas de Brucella
spp. Existen muchas variaciones de FC en distintos paises (Farina, 1985; Alton, 1990;
MacMillan, 1990), la prueba méas utilizada se realiza en formato de microtitulacion (OIE,
2009a), este método es capaz de detectar concentraciones muy bajas de IgGy,

inmunoglobulina que predomina en la infeccion de Brucella (Nielsen, 2002).

La prueba consta de 2 fases, la primera llamada fase invisible se trabaja con un primer sistema
antigeno-anticuerpo, enfrentando el suero sospechoso (elemento desconocido), el antigeno
especifico (elemento conocido) y el complemento. En la segunda fase llamada visible se
agrega un segundo sistema antigeno-anticuerpo o sistema indicador, el sistema hemolitico,
formado por los glébulos y la hemolisina. La prueba consta de varios elementos necesarios
para su realizacion como el antigeno, los glébulos rojos, la hemolisina, el complemento, los
sueros controles positivos y negativos y los sueros problema. Todos ellos, excepto los sueros
problemas, requieren ser titulados. La lectura se puede realizar en forma visual y con ayuda
de un espectrofotometro a 540 nm (Hernandez, 2011). Este método carece sensibilidad y no
puede discriminar como tal los anticuerpos de una infeccidn contra una vacunacion con Rev-

1 (Blasco et al., 19944, b; Marin et al., 1999).
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Prueba de Inmunodifusion Radial (IDR) con hapteno nativo (HN). Esta prueba tiene la
capacidad de detectar a los individuos que tienen anticuerpos vacunales y han resultado
positivos a la PT. Tiene como fundamento que en una infeccion natural se promueve la
exposicion prolongada de la bacteria al sistema inmune, produciéndose anticuerpos contra el
hapteno nativo, que es un antigeno de tipo intracelular, y no solo contra componentes de la
membrana externa como ocurre en una exposicion temporal o en la vacunacion, permitiendo
emplear esta prueba para diferenciar animales infectados de vacunados (Berman y Jones,
1979; Diaz et al., 1979;). A pesar de ser considerada una prueba sencilla y econémica, ha
demostrado su efectividad en bovinos y caprinos (Asarta, 1989) ya que presenta 96% de
sensibilidad y entre 80 a 100% de especificidad (Diaz et al., 1993), actualmente no es

considerada como una prueba confirmatoria oficial (Hernandez y Diaz, 2000).

Ensayo de Polarizacién Fluorescente (FPA). Tiene como objetivo detectar anticuerpos
especificos contra Brucella, permitiendo el diagnostico de brucelosis en bovinos, caprinos,
ovinos, porcinos, bisontes y cérvidos (Nielsen y Gall, 2001). Tiene una sensibilidad del 98%
y una especificidad del 92% (Nicola et al., 2010). Se trata de una técnica de tipo cuantitativa,
ya que de acuerdo a la cantidad de anticuerpos especificos se forman mas complejos
antigeno-anticuerpo y la intensidad de fluorescencia se incrementa mas (Ramirez y Alvarez,

2011).

Debido a que en las pruebas de FPA se utilizan antigenos conjugados con fluorocromos que
tienen un tamario e intensidad de fluorescencia constantes, los anticuerpos especificos, que
tienen un tamafio mayor que los antigenos conjugados, se unen al marcador y forman un

complejo antigeno-anticuerpo que es de mayor tamaiio y por ello, la velocidad de rotacion
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del marcador es menor y la intensidad de la fluorescencia polarizada se incrementa. Al hacer
las pruebas se realizan dos lecturas con los lectores de FPA, una inicial, con el suero en
solucidn, para conocer la intensidad de fluorescencia basal propia de la muestra, y una lectura
final despues de haber afadido el antigeno marcador. Con la diferencia de las lecturas se
conoce la presencia de la union antigeno-anticuerpo (Lakowitz, 1986), pero si en las pruebas,
el suero no tiene anticuerpos, o no son especificos para el antigeno, el marcador queda libre
y la intensidad de fluorescencia no cambia, considerando a las muestras sometidas a esta

prueba como negativas (Ramirez y Alvarez, 2011).

Inmunoensayo enzimético o ensayo enzimatico ligado a enzimas (ELISA). Existen dos tipos
de ELISA para el diagndstico de brucelosis, el ELISA indirecto (i-ELISA) y el ELISA
competitivo (c-ELISA). En i-ELISAS el antigeno de interés se fija en la placa y los
anticuerpos presentes en la muestra se unen a él, esta union es evidenciada tras la adicion de
un segundo anticuerpo o conjugado, especifico de la especie, marcado con una enzima, el
cual reacciona en presencia del sustrato o cromoégeno (Crowther, 2001), ya que permite la
identificacion y cuantificacion de anticuerpos especificos, la mayoria de i-ELISAS utilizados
para el diagndstico de la brucelosis emplean un LPS purificado como antigeno, pero existen
una gran cantidad de variantes en preparaciones antigénicas, diversos conjugados de
antiglobulinas con enzimas y varios substratos/cromoégenos, la mayoria de i-ELISAS
detectan principalmente 1gG o subclases de esta, su principal cualidad es su alta sensibilidad,
pero tambien son mas vulnerables a las reacciones no especificas, en particular con YO9

(Yersinia enterocolitica serotipo O:9) (OIE, 2009a; Godfroid et al., 2010).
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Estas reacciones cruzadas fueron motivo para el desarrollo de c-ELISA con antigeno
marcado. En esta prueba, se fijan o adsorben anticuerpos especificos en el fondo de las placas
solidas, el antigeno marcado con la enzima compite con el antigeno problema por los sitios
de unién a la cantidad limitada de anticuerpos (Crowther, 2001), ya que la cadena O, con el
LPS en Brucella de tipo liso contiene epitopos especificos que no comparten con el LPS de
YO9 , mediante el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra epitopos especificos en
el LPS de Brucella, fue posible el desarrollo de c-ELISAS més especificos (OIE, 2009a;
Godfroid et al., 2010). Se ha mencionado para el diagnéstico en brucelosis caprina, que a
pesar de los buenos resultados que se han obtenido con i-ELISA y en menor medida con c-
ELISA, estas tienen una sensibilidad similar o mejor que la PT y FC, pero al igual que las
pruebas clasicas, ambas son incapaces de diferenciar animales infectados de animales
recientemente vacunados con la vacuna Rev-1 (Jiménez et al., 1992; Blasco et al.,1994b;
Diaz et al., 1994; Delgado et al., 1995; Ficapal et al.,1995; Marin et al., 1999; Ferreira et

al.,2003).

1.6.7 Diagnostico bacterioldgico

Para el aislamiento bacteriologico de Brucella a partir de muestras provenientes de un animal
vivo, el momento éptimo de muestreo de las secreciones vaginales y de la leche se sitla en
el momento del parto, aborto o poco después de los mismos. El aislamiento también puede
realizarse a partir de otras muestras como la placenta, los fetos abortados o del semen de los
machos. B. melitensis y la mayoria de biovariedades de B. abortus pueden ser aisladas sin

dificultad en atmdsfera aerobia convencional y en medios ordinarios tales como agar sangre,
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agar tripticasa soya, agar Brucella, etc. Los medios selectivos més utilizados son el Farrell y

el Thayer-Martin modificado (Marin y Blasco, 2001; Garin et al., 2006).

1.6.8 Diagnostico molecular

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Esta técnica de biologia molecular que tiene una
sensibilidad y especificidad cercana al 100%, se basa en la amplificacion especifica de un
segmento de ADN para la deteccion de B. melitensis, las muestras preferentemente usadas
en esta prueba son los tejidos y la sangre de cabras infectadas. La PCR permite diferenciar
una infeccion a partir de una cepa vacunal o una de campo. (Gupta et al., 2006; Aguilar et

al., 2011).
1.6.9 Tratamiento

Por implicar razones econémicas, epidemioldgicas y de salud publica, a excepcion de los
perros, no se da tratamiento con quimio-terapéuticos a los animales infectados (Moreno,
2014), debido a que Brucella habitualmente se aloja en células que confieren proteccion
inmunolédgica al animal, por lo cual representa una seria dificultad para los
quimioterapéuticos, el tratamiento se emplea por periodos largos de tiempo y en grandes
cantidades, resultando problematica la recuperacion del animal y el costo final para el

responsable (Flores y Carmichael, 1981).

Se ha determinado que en México, los rumiantes que son reactores a PT deben ser marcados
con una letra "B" a fuego en el masetero derecho de un tamafio de 7 x 2.5 cm para ovinos,
caprinos y bovinos, puede ser usado otro tipo de identificacion, siempre y cuando lo autorice

la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion [NOM-041].
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1.6.10 Control y prevencion

A nivel mundial, el control de la brucelosis animal se ha logrado a través de los programas
de vacunacion en combinacion con las pruebas seroldgicas, asi como la eliminacion de los
animales reactores (Minas, 2006); no obstante, en cada regién la adecuacion de las estrategias
de prevencion y control de la brucelosis es mas complejo (Moreno, 2002), por lo que requiere
proporcionarsele un enfoque de acuerdo a las condiciones socioeconémicas del lugar (Blasco
y Molina, 2011). Entre las primeras medidas se deben orientar a la restriccion de la
diseminacion de la enfermedad, para ello el monitoreo seroldgico es de vital importancia para
conocer la situacion actual en la que se encuentra el rebafio e identificar oportunamente a los
animales seropositivos y evitar que diseminen el agente infeccioso a otros animales sanos
(Suarez et al., 2013), sin olvidar las medidas de limpieza y desinfeccion de la unidad
pecuaria, asi como limitar la entrada de animales de otras especies de animales al rebafio
(Aguilar et al., 2011). Es importante ademas la segregacion de aquellos animales enfermos
con este agente hasta que terminen su ciclo productivo para su eliminacion paulatina (Suarez
et al., 2013), asi como deshacerse de los restos de membranas fetales y fetos abortados ya
sea enterrandolos o incinerandolos (Godfroid et al., 2013), también se recomienda eliminar
a las cabritas nacidas de cabras seropositivas a la enfermedad, ya que pueden presentar una
infeccion latente e inaparente, la cual se manifestara cuando tengan su primera gestacion,

momento en el cual se revelara la infeccidn y ocurriré el aborto (Diaz, 2013b).

Una de las principales herramientas para la prevencion de brucelosis caprina es la
inmunizacion con la vacuna Rev-1, este inmundgeno esta elaborado a partir de una cepa viva
atenuada de B. melitensis (Schurig et al., 2002). Las consideraciones para su uso consisten

en que debe suministrarse idealmente en cabritas a los 3-6 meses de edad mediante una
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inoculacién subcutanea o via conjuntival Unica. La dosis estandar se encuentra entre 0,5 x
10° y 2 x 10° microorganismos viables, esta vacunacion debe realizarse solo una vez en la
vida del animal, asi como en zonas endémicas en donde la enfermedad esta presente (OIE,

2009b; Rodolakis, 2014).

La vacunacion subcutdnea de animales jovenes y la vacunacion de adultos con dosis
reducidas (dosis) en cabras no gestantes mayores de 6 meses, conduce a una persistencia
duradera de anticuerpos vacunales en una gran proporcion de los animales vacunados, lo que
crea importantes interferencias en el diagnéstico seroldgico de la brucelosis. Por tanto, el
diagnostico seroldgico de la brucelosis debe tener en cuenta el estado de vacunacion del
rebafio y la distribucion global de frecuencias de los titulos de anticuerpos detectados en el

grupo de animales probados (OIE, 2009Db).
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2. JUSTIFICACION

Los sistemas de produccion de Guanajuato en su gran mayoria no cuentan con asesoria
técnica y existe un desconocimiento muy marcado sobre las principales enfermedades que
afectan a los caprinos en la region; esto trae como consecuencia, mermas dentro de la
economia del productor que invariablemente se vuelven puntos cruciales en el desempefio

del rebafio.

La brucelosis y la leptospirosis ademas de provocar principalmente trastornos de tipo
reproductivos, son agentes potencialmente zoondticos, por ello existe la necesidad del
diagndstico oportuno, para que beneficien al productor en la toma de decisiones, asi como en
adecuar una serie de medidas preventivas para evitar la entrada de estas enfermedades que

afecten a los rebafios.

31



3. HIPOTESIS

Los rebafios de las principales zonas caprinas del estado de Guanajuato, presentan

anticuerpos contra Brucella y diversas serovariedades de Leptospira.
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4. OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia de anticuerpos contra Leptospira y Brucella en rebafios de las

principales zonas caprinas en el estado de Guanajuato.

4.1 Objetivos especificos

- Determinar la frecuencia de anticuerpos contra Brucella, por medio de la prueba de
Tarjeta al 3% e inmunodifusion radial con hapteno nativo (IDR).
- Determinar la frecuencia de anticuerpos contra las principales serovariedades de

Leptospira por medio de la técnica de Aglutinacién Microscopica (MAT).
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Caracteristicas generales de las unidades de produccién pecuaria
incluidas en el estudio.

El estado de Guanajuato tiene una extension territorial de 30, 607 km?, limita al oeste con
el estado de Jalisco, al norte con los estados de Zacatecas y San Luis Potosi, al este con el
estado de Querétaro, y al sur con el estado de Michoacén. Fisiograficamente se ubica entre
la Sierra Madre Oriental y la Sierra Madre Occidental, al norte forma parte de la Mesa Central
y al sur forma parte del eje Neovolcénico, esta dividido en cuatro regiones econémicas
principales: 1-Noreste, 11-Norte, I1I-Centro y IV-Sur (Gobierno del estado de Guanajuato,

2014; INEGI, 2015).

Division geografica de las regiones econdémicas del estado de Guanajuato.
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Para el presente estudio, se incluyeron tres de las cuatro regiones econémicas del estado de
Guanajuato que albergan a los municipios que mas destacan dentro de la produccion caprina,

a continuacion se describen algunas caracteristicas pecuarias de las regiones consideradas:

Region 1-Noreste. La region abarca una extension territorial de aproximadamente 5 mil 682
km?, equivalente al 18.6% del territorio estatal. Cerca del 70% del territorio de la region es
area verde (bosque, matorral y otro tipo de vegetacion), por lo cual es la region del estado con
menor uso de suelo para agricultura, areas urbanas y cuerpos de agua, solo destina el 38.6%
de aprovechamiento de la vegetacion natural, el cual se utiliza principalmente para
alimentacion del ganado caprino (INEGI, 2009). Se conforma por 8 municipios, de los cuales
se selecciond 1 para la realizacion del siguiente estudio: San Luis de la Paz, dentro del entorno
pecuario de este municipio el 75% es de tipo semi-intensivo, cuyo fin zootécnico va enfocada

a la produccion de carne caprina (Gobierno del estado de Guanajuato, 2014; INEGI, 2015).

Region 111-Centro. La regién completa abarca una extension territorial de aproximadamente
7,761 km?, equivalente al 25.4% del territorio estatal. El 70.8% de las &reas urbanas de la
entidad, se localizan en esta region, lo que se traduce en una concentracion de la poblacion.
Los principales usos del suelo son la agricultura con 65.5%, vegetacion secundaria con 17.8%
y pastizal con 9.7%. Se conforma por 16 municipios, de los cuales se seleccionaron 11 para la
realizacion del presente estudio: Apaseo el Alto, Apaseo el Grande, Celaya, Cortazar, Irapuato,
Juventino Rosas, Leon, Salamanca, Silao, Tarimoro y Villagran. Entre los sistemas de
produccidn presentes en la region el 55.29% se caracteriza por ser de tipo intensivo, 23.53%
es semi-intensivo y 21.18% de tipo extensivo. La produccidén mixta de leche y cabrito es el
principal fin zootécnico con el 61.18%, seguida por la produccion de leche 37.65% (Gobierno
del estado de Guanajuato, 2014; INEGI, 2015).
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Region IV- Sur. Tiene una extension territorial de aproximadamente 7, 888 km?, equivalente
a una cuarta parte del territorio estatal. Se caracteriza por contar con una aptitud agricola,
destindndose a esta actividad 69.1% del territorio. La region cuenta con el 60% de los
cuerpos de agua del estado, dentro de los que destacan la Laguna de Yuriria, el Lago de
Cuitzeo, y el acuifero Salvatierra-Acdmbaro. Esta conformada por 16 municipios, cinco de
ellos fueron seleccionados para el estudio: Abasolo, Acambaro, Huanimaro, Pénjamo y
Salvatierra. Con respecto a los sistemas de produccién, el 52.05% es de tipo semi-intensiva,
30.14% es produccion extensiva 'y 17.81% es de tipo intensiva. El principal fin zootécnico lo
abarca la produccion simultanea de leche y cabrito con el 80.82%, seguida por solo

produccion de leche 16.44% (Gobierno del estado de Guanajuato, 2014; INEGI, 2015).

36



5.2 Muestreo

Se realiz6 un estudio transversal de tipo descriptivo en la poblacion, se obtuvieron un total
de 5,555 muestras de suero de cabras de las regiones I-Noreste, 11I-Centro y IV-Sur mediante
un muestreo por conveniencia de tipo no aleatorio con productores cooperantes, inicamente
se consideraron a machos y hembras en edad reproductiva. Las muestras fueron obtenidas

en 162 unidades de produccidn distribuidas en 17 municipios de las 3 regiones (Cuadro 1).

Cuadro 1. Distribucion de muestras de suero caprino.

Region NUmero de Unidades de Muestras
municipios produccion
Region I-
NORESTE 1 4 194
Region I11-
CENTRO 11 85 2,844
Region IV- SUR 5 73 2,517
Total: 17 162 5,555

Fuente: Elaboracion propia
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5.3 Determinacion de frecuencias

Para conocer la frecuencia de brucelosis se procesaron el 100% de los sueros obtenidos en el
muestreo, mientras que para leptospirosis, el muestreo fue polietapico, de tipo aleatorio y se
determiné el tamafio minimo de muestra por medio de la ecuacion propuesta por Cannon y
Roe mediante la formula n=[1-(1-a) /0] [N-((D-1) /2)], donde (Jaramillo y Martinez, 2010):
a= probabilidad de detectar al menos un animal enfermo (nivel de confianza)

D= namero de animales enfermos en la poblacién

N= tamafio de la poblacién.

El analisis de datos se hizo por rebafio de cada productor cooperante, para después agruparlos

en las tres regiones del Estado ya mencionadas.

5.4 Toma de muestras seroldgicas.

Para la obtencion del suero sanguineo se realiz6 una venopuncion de la yugular con agujas
calibre 21 G y la colecta de sangre con tubos sellados al vacio (VACUTAINER®) sin
anticoagulante. Una vez obtenidas las muestras de sangre, se almacenaron en refrigeracion a
4°C, para después ser transportadas al CENID-Microbiologia Animal del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). En el laboratorio se
centrifugaron a 350 X/g por 5 minutos, el suero obtenido se conservd en alicuotas de 2 ml a

-4°C hasta su uso en el diagnostico de brucelosis y leptospirosis.
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5.5 Diagnostico serologico de Brucelosis.

5.5.1 Prueba de Tarjeta al 3%.

Las 5,555 muestras colectadas, fueron procesadas para el diagndstico de brucelosis en
caprinos, se les realizo la prueba de Tarjeta (PT) con una concentracion al 3% usando el
antigeno comercial Aba Test Tarjeta al 3% (PRONABIVE, Ciudad de México, México). Esta
prueba consiste en confrontar el suero problema con el antigeno de B. abortus cepa 1119-3 a
una concentracion al 3%. Para su realizacion se agregaron 30 ul de suero la placa de vidrio y
posteriormente se adicionaron 30 ul del antigeno junto a la gota de suero, inmediatamente
después de poner la gota del antigeno se mezclaron ambas hasta formar una zona circular de
aproximadamente 2 cm de didmetro, se hace la mezcla y se comprobd la reaccion de
aglutinacion en los primeros cuatro minutos, cualquier reaccion de aglutinacion se considera

positiva.
5.5.2 Prueba de Inmunodifusion radial con hapteno nativo.

A los sueros positivos a PT 3% se les realiz6 la prueba de inmunodifusion radial, con la
finalidad de conocer a aquellos animales con infeccion natural y poder descartar asi a los
vacunados, en esta técnica el HN se incluye en el gel y en los pocillos se colocan las muestras
de suero a estudiar. En la placa con el gel ya preparado (anexo 2) y una vez perforados los
pozos, se llenan los pozos con 10 a 15 ul de suero y se ponen en cdmara himeda a temperatura
ambiente durante 24 horas, se consideraron como positivos a los sueros en los que se presento
un halo o anillo de precipitacion alrededor del pozo al momento de visualizar los geles a

contraluz.

39



5.6 Diagnostico serologico de Leptospirosis.

5.6.1 Prueba de aglutinacion microscépica (MAT)

Se seleccionaron 1,438 muestras mediante la férmula de Cannon y Roe, los sueros se
analizaron bajo la técnica de MAT para conocer la frecuencia de leptospirosis, asi como las
serovariedades mas comunes en cada region. Para este trabajo se utilizaron cepas de
referencia como aislamientos nacionales, las serovariedades utilizadas fueron previamente
seleccionadas con las serovariedades méas frecuentemente obtenidas en trabajos anteriores
Garcia, 2011 y Lopez 2011).

Para la realizacion de la prueba se realizaron diluciones dobles seriadas a partir de 1:20 hasta
1:640, de acuerdo al manual de laboratorio de leptospirosis, CENID-Microbiologia, Animal
(INIFAP), en todas las muestras de suero obtenidas para las serovariedades Bratislava,
Wolffi, Hardjo, Tarassovi, Icterohaemorrhagiae, Hardjo (aislamiento nacional) e
Icteroharemorrhagiae (aislamiento nacional) para evaluar la presencia de anticuerpos contra
Leptospira), se consideraron como muestras positivas a todas aquellas que tuvieran un titulo
de 1:40 en una escala del 1 al 4 de acuerdo a su grado de aglutinacién en relacion con el
suero (Anexo 3 y 4). El antigeno utilizado fue tomado asépticamente del cepario de
diagndstico en turno en el laboratorio de Leptospirosis del CENID-Microbiologia Animal

del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).
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Cuadro 2. Cepario utilizado para el diagnostico de Leptospira.

Especie Serogrupo Serovariedad Cepas
L. interrogans Australis Bratislava Jes-Bratislava
L. interrogans Sejroe Wolffi 3707
L. interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno
L. borgpetersenii Tarassovi Tarassovi Perepelitsin
L. interrogans Sejroe Hardjo Hardjoprajitno H-89*
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae Palo Alto*
L. interrogans Canicola Portland-vere Sinaloa ACR *

ND: No determinado
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6. Resultados

6.1 Resultados del diagndstico seroldgico de brucelosis.

De las 5,555 muestras que fueron trabajadas en las principales zonas caprinas del estado de
Guanajuato, se encontrd una frecuencia de brucelosis del 7.60% (422/5,555) mediante PT al
3% (Figura 1).

7.60%
(422/5,555)

92.40% C
(5133/5555)

m Positivo # Negativo

Figura 1. Frecuencia de brucelosis mediante la PT al 3% en rebafios caprinos del estado de
Guanajuato.

En cuanto a nivel regional, la distribucién de brucelosis fue la siguiente: I11-Centro y I\V- Sur
obtuvieron frecuencias del 7.14% (203/ 2844) y 8.70% (219/2517) respectivamente, la region

I-Noreste no presentd ninguna muestra seropositiva a la prueba (Figura 2).
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Figura 2. Frecuencia de brucelosis por medio de la PT al 3% a nivel regional en Guanajuato.

Con la finalidad de conocer si las muestras positivas a la PT al 3% pertenecian a animales
vacunados con REV-1 o cursaban una infeccion natural, se realiz6 la prueba confirmatoria
de IDR. El 0.49% (27/5,555) de los animales muestreados fueron positivos a la prueba

(Figura 3).

0.49%
27/5555

& Negativo
m Positivo

99.51%
5528/5555

Figura 3. Frecuencia de brucelosis mediante la prueba de IDR en el estado de Guanajuato.
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En laregion I11-Centro se obtuvo una frecuencia a brucelosis de 0.14% (4/2844), distribuidos
en los municipios de Celaya, Leon, Tarimoro y Villagrén, la Region IV-Sur presentd una
frecuencia a brucelosis de 0.91% (23/ 2517), las muestras positivas provinieron Unicamente
del municipio de Pénjamo, la totalidad de ellas pertenecieron a rebafios de tipo semi-intensivo

(Figura 4) y (Cuadro 2).

0.91%

(23/2517)
")

_

0.14%
(4/2844)
0.00%
& (0/194)
Centro Sur Noreste

Figura 4. Frecuencia de brucelosis mediante la prueba de IDR en las regiones Centro, Sur y
Noroeste del estado de Guanajuato.
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Cuadro 3. Distribucion de las unidades de produccion, que presentaron animales positivos a

Brucelosis
Region Municipio  No. deunidad  Tipo de No. de Sexo
pecuaria produccion Animales

Centro Celaya 1 Intensivo 1 Hembra
Centro Leodn 1 Extensivo 1 Hembra
Centro Tarimoro 1 Intensivo 1 Hembra
Centro Villagran 1 Extensivo 1 Hembra

Sur Pénjamo 7 Semi- 23 Hembras

intensivo

6.2 Diagnostico seroldgico de Leptospirosis por medio de la técnica de
aglutinacion microscopica (MAT).

De las 1,438 muestras procesadas, el 37.90% (545/1438) presentd anticuerpos contra

leptospirosis (Figura 5).

37.90%

62.10%
; (545/1438)

893/1438) 4

® Positivo
# Negativo

Figura 5. Frecuencia de anticuerpos contra leptospirosis en rebafios caprinos del estado de
Guanajuato.
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La frecuencia de anticuerpos contra leptospirosis en las regiones estudiadas se distribuyd con
34.28% (254/ 741) y 40.33% (265/649) de animales seropositivos en las regiones I11-Centro
y IV-Sur respectivamente, mientras que la region I-Noreste tuvo una frecuencia de

seropositividad de 54.17% (26/48) (Figura 6).

60.00 54.17%
(26/48)

50.00

40.83%
(265/649)

34.28%

40.00 (254/741)

30.00

20.00

10.00

0.00
Centro Sur Noreste

Figura 6. Frecuencia de anticuerpos contra leptospirosis en las principales zonas caprinas del
estado de Guanajuato.

Se determinaron las serovariedades mas frecuentes a Leptospira en los rebafios caprinos
contemplados para el estudio, se encontré que la mas predominante fue la serovariedad
Icterohaemorrhagiae (aislamiento nacional) obteniendo una frecuencia del 71.56%
(390/545), sequida por Bratislava 22.75% (124/545), Hardjo 15.23% (83/545), Wolffi
11.93% (65/545), Hardjo (aislamiento nacional) 11.01% (60/545), Tarassovi 6.42% (35/545)

y por ultimo la serovariedad Canicola (aislamiento nacional) 5.50% (30/545) (Figura 7).
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Figura 7. Serovariedades de Leptospira detectadas en el estado de Guanajuato por medio de
MAT.

En las regiones I11-Centro y 1V- Sur se detectd la presencia de todas las serovariedades de
Leptospira, en la region I-Noreste no se determing la presencia de las serovariedades Hardjo
(aislamiento nacional) y Canicola (aislamiento nacional). En todas las regiones estudiadas la
serovariedad Icterohaemorrhagiae (aislamiento nacional) fue la que se diagnosticé con mayor

frecuencia, seguida por las serovariedades Bratislava y Hardjo (Figuras 8).
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Bratislava Wolffi Hardjo Tarassovi Hardjo* hagiae™ Canicola*
= Centro 24.41% 14.57% 16.54% 6.30% 11.42% 64.17% 4.72%
m Sur 22.64% 10.19% 14.72% 6.79% 11.70% 76.60% 6.79%
= Noroeste 7.69% 3.85% 7.69% 3.85% 0% 92.31% 0%

Figura 8. Principales serovariedades de Leptospira detectadas en las tres regiones el estado de
Guanajuato.

De la totalidad de muestras positivas a MAT, el 71.01% (387/545) fueron positivas a una
sola serovariedad, el 19.63% (107/545) fueron positivas a dos serovariedades y el 6.24%

(34/545) fueron positivas a tres serovariedades (Figura 9).

Las combinaciones mas frecuentes con dos serovariedades fueron Bratislava-
Icterohaemorrhagiae (aislamiento nacional) (Cuadro 3), y con tres serovariedades fue Wolffi-
Hardjo-Icterohaemorrhagiae (Cuadro 4), mientras que para 4 o mas combinaciones fueron

muy variadas (Cuadro 5).
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Figura 9. Frecuencia de sueros que presentaron titulos de anticuerpos aglutinantes contra
leptospirosis a una o méas serovariedades mediante MAT.

Cuadro 4. Frecuencia de muestras seropositivas a 2
serovariedades de Leptospira.

No. de Muestras
2 serovariedades positivas

Bratislava + Icterohaemorrhagiae* 36

Hardjo* + Icterohaemorrhagiae* 15

Hardjo + Icterohaemorrhagiae*

Wolffi + Icterohaemorrhagiae*

Tarassovi + Icterohaemorrhagiae®

Bratislava + Canicola*

Bratislava + Hardjo

Bratislava + Hardjo*

Hardjo + Hardjo*

Bratislava + Wolffi

Icterohaemorrhagiae* + Canicola*

Wolffi + Hardjo

Hardjo + Canicola*

Tarassovi + Hardjo*

Hardjo* + Canicola*

'_\
o

P PPN OOINN

TOTAL.: 107
(*Aislamiento Nacional)
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Cuadro 5. Frecuencia de muestras seropositivas a 3

serovariedades de Leptospira.

3 serovariedades

No. de
Muestras

Wolffi + Hardjo + Icterohaemorrhagiae*
Bratislava + Wolffi + Icterohaemorrhagiae*
Bratislava + Hardjo + Icterohaemorrhagiae*
Bratislava + Icterohaemorrhagiae* +
Canicola*

Bratislava + Tarassovi + Icterohaemorrhagiae*
Wolffi + Hardjo* + Icterohaemorrhagiae*
Bratislava + Hardjo* + Canicola*

Bratislava + Tarassovi + Hardjo*

Bratislava + Wolffi + Hardjo

Bratislava + Wolffi + Canicola*

Hardjo + Hardjo* + Icterohaemorrhagiae*
Hardjo + Icterohaemorrhagiae* + Canicola*
Tarassovi + Hardjo* + Icterohaemorrhagiae
Hardjo* + Icterohaemorrhagiae* + Canicola*

8
6
4

PR RPRPRPRPRPRPLPNODNDDN

TOTAL:
Aislamiento Nacional*
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Cuadro 6. Frecuencia de muestras a 4 o mas combinaciones de serovariedades a

Leptospira.
No. de

4 serovariedades Muestras
Bratislava + Hardjo + Tarassovi + Icterohaemorrhagiae 1
Bratislava + Hardjo + Icterohaemorrhagiae* + Canicola* 1
Bratislava + Hardjo* + Icterohaemorrhagiae* + Canicola* 1
Bratislava + Tarassovi + Hardjo* + Icterohaemorrhagiae* 2
Bratislava + Wolffi + Tarassovi + Icterohaemorrhagiae* 1
Bratislava + Wolffi + Hardjo + Icterohaemorrhagiae* 1
Bratislava + Wolffi + Icterohaemorrhagiae* + Canicola* 1
Wolffi + Hardjo + Hardjo* + Icterohaemorrhagiae* 2

TOTAL: 10

No. de

5 serovariedades Muestras
Wolffi + Hardjo + Tarassovi + Hardjo* + Icterohaemorrhagiae* 3
Bratislava + Hardjo + Tarassovi + Hardjo* Icterohaemorrhagiae* 1
Bratislava + Wolffi + Hardjo + Tarassovi + Icterohaemorrhagiae* 1
Bratislava + Hardjo + Tarassovi + Icterohaemorrhagiae* + Canicola* 1

TOTAL: 6
6 serovariedades
Bratislava + Wolffi + Hardjo + Tarassovi + Hardjo* +
Icterohaemorrhagiae 1

Aislamiento Nacional*
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De las muestras que fueron seropositivas a leptospirosis mediante la técnica de MAT, todas
presentaron titulos aglutinantes por lo menos a una de las serovariedades seleccionadas.
Ademaés, se observo que Icterohaemorrhagiae (aislamiento nacional), Bratislava y Hardjo

presentaron titulos aglutinantes hasta 1:640 (Cuadro 6).

Cuadro 7. Titulos de anticuerpos de las muestras seropositivas a MAT por serovariedad
de Leptospira.

Serovariedad 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640
Bratislava 70 38 8 4 1
Wolffi 31 20 9 1 0
Hardjo 26 17 20 10 5
Tarassovi 18 6 3 1 1
Hardjo* 41 10 4 7 0
Icterohaemorrhagiae* 126 119 80 53 17
Canicola* 13 3 4 4 1
Total: 325 213 128 80 25

Aislamiento Nacional*
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Debido a la seleccion de forma aleatoria de los sueros usados para el diagnéstico de
leptospirosis, no fue posible que todas las muestras de los machos fueran analizadas, solo el
49.48% (48/97) de ellos presentd titulos de anticuerpos contra al menos una de las

serovariedades de Leptospira en las tres regiones estudiadas (Figura 10).

50.52% | 49.48%
49/97 - | 48/97

= Positivo
= Negativo

Figura 10. Frecuencia de anticuerpos contra leptospirosis en machos reproductores de
rebafios caprinos del estado de Guanajuato.

Del total de machos seleccionados, el 47.83% (22/46) pertenecian a la region I11-Centro,
mientras que en la regién IV-Sur se obtuvo una frecuencia del 48.94% (23/47), y un 75.00%

(3/4) para la region 11- Noreste (Figura 11).
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Figura 11. Frecuencia de anticuerpos contra leptospirosis en machos reproductores en las
principales zonas caprinas del estado de Guanajuato.

La serovariedad Icterohaemorrhagiae fue la mas frecuentemente diagnosticada con el 75%
(36/48) en los machos reproductores, seguida por Bratislava 43.75% (21/48), Wolffi 18.75%
(9/48), Hardjo 10.42% (5/48), Hardjo (aislamiento nacional) 8.33% (4/48), Tarassovi 6.25%

(3/48) y Canicola (aislamiento nacional) 4.17% (2/48) (Figura 12).

75%
36/48
43.75%
21/48
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9/48 10.42% 6.25% 8.33% 0
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Figura 12. Serovariedades de Leptospira mas frecuentes en machos reproductores en el estado
de Guanajuato.
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7. DISCUSION

A pesar del repunte de la caprinocultura en el estado de Guanajuato, factores clave como la
sanidad animal tienen una estrecha relacion para una produccién adecuada proveniente de
los caprinos, facilitar su comercio asi como sus productos. Por eso las pruebas de diagnostico
son herramientas esenciales para la confirmacion de la situacion sanitaria de los animales.
Bricker, 2002, sefiala que existen diversas pruebas serolégicas para la deteccion de la
brucelosis caprina, pero no todas se pueden emplear indistintamente, indica que en caso de
rebafios la herramienta de diagndstico ideal es PT al 3%, por ser de bajo costo, facil de

realizar, se obtiene un resultado rapido y es altamente sensible.

Se encontraron diferencias al comparar las frecuencias de brucelosis reportadas en distintos
estados de la Republica Mexicana, utilizando la PT al 3% se obtuvo una frecuencia de 7.60%
en el presente estudio, en contraste Ortega et al. (2005) con la misma prueba diagndstica,
report6 una frecuencia mayor del 15.61% en el estado de Durango, en comparacién con otros
estados de la Republica Mexicana, donde sus frecuencias fueron menores; como en
Tamaulipas, por Acosta et al. (2009) quienes reportaron una frecuencia del 6.79%; y en el

estado de San Luis Potosi por Ortega y Ortega, 2007 encontraron una frecuencia del 3.49%.

Cabe destacar que dichos trabajos a diferencia de la poblacion bajo estudio en el presente
trabajo, no se habian inmunizado previamente a los animales con la cepa Rev-1, razén por la
cual solo se enfocaron en la PT como Unica prueba diagnostica. Ademas, el conocimiento de
la vacunacion contra Brucella tiene mayor cobertura entre los caprinocultores del estado de
Guanajuato, al ser un requisito indispensable para la obtencion de apoyos, asi como por las

restricciones de comercializacion impuestas, y la aplicacion de la NOM-041-ZO0-1995.
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La préactica constante de vacunacion contra la enfermedad en los rebafios del estado, podria
ser una explicacion de la baja prevalencia de brucelosis encontrada en los rebafios
considerados para este estudio. Cabe de resaltar que no fue posible encontrar algun trabajo
disponible en el estado de Guanajuato sobre brucelosis en caprinos con las mismas
caracteristicas al presente estudio, por ello se compar6 con otros estados en. con condiciones

parecidas a la metodologia empleada.

En un estudio realizado por Roméan (2012) en el estado de Veracruz, se reportd una frecuencia
de anticuerpos contra Brucella del 18.18% usando la PT al 3%, pero al utilizar como prueba
confirmatoria la IDR en las muestras seropositivas, la prevalencia se redujo en 0.52%, este
comportamiento fue muy similar en el presente estudio en el estado de Guanajuato, ya que
usando también IDR en las muestras seropositivas a la PT 3%, la frecuencia se redujo a
0.49%. La disminucion en el nimero de animales que presentan anticuerpos contra Brucella
luego de usar la prueba de IDR en comparacion con los resultados obtenidos utilizando la PT
al 3%, se debe a la inmunizacién con la cepa Rev-1, ya que induce seroconversion en
animales vacunados, haciendo que los titulos séricos persistan por mas de 8 meses (Diaz et
al.,1994), permitiendo que estos sean detectados mediante la PT al 3%, asi como FC, debido
a que ambas pruebas demuestran la presencia de anticuerpos dirigidos a los lipopolisacéridos
de la pared de Brucella en cepas lisas (Schurig et al., 1991; Nielsen et al., 1996). Sin
embargo, la cepa vacunal Rev.1 de B. melitensis también comparte el LPS que conduce a
reacciones falsas positivas (Bundle et al., 1984; Corbell y Cullen, 1970). La prueba de IDR,
en la que el hapteno nativo es usado como antigeno, unicamente es procesado y reconocido

por el sistema inmune de los animales durante una infeccion natural (Ramirez et al., 2008).
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Al delimitar los resultados obtenidos por regiones, es importante sefialar que la region I-
Noreste esta dedicada mayoritariamente a la produccion de carne de tipo semi-intensivo, en
ella ningtn animal fue positivo a brucelosis, en otras investigaciones que coinciden con este
trabajo, Omer et al. (2000) y Light-Pereira (2001) informan que la brucelosis tiende a ser
mas frecuente en aquellos rebafios enfocados en la produccion de leche que a la de carne. Sin
embargo, Coehlo et al. (2013) contradice lo antes mencionado, e indica que en rebafios de
tipo intensivo dedicado a la produccién de leche se tiene de manera general, mejor gestion
sanitaria debido a que los subproductos son destinados al consumo humano y que en realidad

depende del manejo que se le dé a los animales en cada produccion.

En la region IV- Sur se encontraron la mayoria de los animales seropositivos a brucelosis
mediante la prueba de IDR, la convivencia de los caprinos de esta region con otros rebafios
con animales seropositivos a brucelosis, puede ser una explicacion de la presencia de la
enfermedad en la zona. Solorio et al. (2007) reportaron que la frecuencia de brucelosis
caprina era relativamente alta (9.2%) en la region bajio del estado de Michoacan, la cual es
colindante con el municipio de Pénjamo. La caprinocultura de este municipio se caracteriza
por tener una produccion de tipo extensiva y semi-intensiva, que presumiblemente podria ser
un factor de riesgo como punto de origen en la diseminacion de la enfermedad, debido a la
convivencia de los animales de ambos estados durante el pastoreo (Riviriego et al., 2000).
En estudios realizados por Kabagambe et al. (2001) y Ashagrie et al. (2011) se menciona que
B. melitensis esta principalmente involucrada con caprinos bajo sistemas de tipo extensivo.
Aunque existe una contradiccion, ya que Oseguera (2013) demostro que las cabras en
pastoreo en el estado de Michoacan tienen mayor probabilidad de adquirir brucelosis en

comparacion a los rebafios que estan en estabulacion. Sin embargo, Renteria et al. (2003)
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enfatizan que el grado de hacinamiento y la densidad de poblacion animal, son factores que
también favorecen la transmision de la enfermedad al propiciar una mayor probabilidad de
exposicion a la infeccion en los animales susceptibles.

Todos los animales seropositivos a brucelosis en este estudio fueron hembras. Solorio et al.
(2007) en el estado de Michoacéan, Acosta et al. (2009) en Tamaulipas y Roman (2012) en
Veracruz, describen que existe una prevalencia de la enfermedad més alta en hembras que en
machos, esto puede deberse a que el manejo que se le da a ambos sexos es diferente, pues
generalmente las hembras conviven en poblaciones grandes y raramente se les aisla, a
diferencia de los machos que siempre estan en distintos corrales y solamente cuando es época

de empadre conviven con las hembras (Falcdn et al., 1993).

Por otro lado, existen varios estudios enfocados a la leptospirosis caprina en México, que se
han determinado la presencia de anticuerpos y el posible impacto que tienen en los rebafios
(Lépez 2011 y Gonzalez, 2013); a pesar de que se piensa que las cabras son menos
susceptibles a la leptospirosis y que no parecen actuar como reservorios primarios a la
bacteria (Leon-Vizcaino et al., 1987, Faine et al., 2000). Ch&vez (2006) menciona que tanto
la infeccidn aguda como el estado de portador no son cominmente reportados en México, ya
que la semiologia comdn de la enfermedad como los abortos y mortinatos tienen una baja
incidencia, de ahi que las pérdidas econémicas en éstas especies no se comparen con las
pérdidas reportadas en bovinos y cerdos. En el presente estudio, se demostro la presencia de
anticuerpos contra serovariedades de Leptospira en el estado de Guanajuato con una
frecuencia general del 37.9%. La mayoria de las muestras seropositivas trabajadas con MAT
pertenecian a producciones de tipo semi-intensivo e intensivo. Diversos estudios han

demostrado una seroprevalencia variable contra Leptospira, empezando por la zona centro
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del estado de Veracruz, donde se reportan frecuencias del 25.5% (Pefia, 2012) y 13.74%
(Santos, 2010), en Guerrero, Lopez (2011) reportd una frecuencia de 64.26%, en la zona de
la Comarca Lagunera, Garcia (2011) demostré una frecuencia del 62% en Durango y un 60%
en Coahuila, en San Luis Potosi se reporté un 45.45% (Gonzalez, 2013). Estas variaciones
de frecuencias descritas en distintos estados del pais, probablemente se asocien a la zona
geogréfica donde se crian a los animales y al efecto de la humedad ambiental, el hacinamiento
y convivencia con otras especies e inclusive, a las practicas de higiene que se tiene en cada

uno de los rebafios.

Al delimitar los resultados por las tres regiones estudiadas en Guanajuato se confirmé la
presencia de anticuerpos contra leptospirosis, la region Noroeste mostro una seroprevalencia
del 54.17%, seguida por la region Sur con 40.83% y Centro con 34.28%. En todas las
regiones, las condiciones climéticas varian, en la zona Noroeste predomina un clima seco y
semi seco, mientras que en las regiones Centro y Sur, va desde el célido subhimedo al
templado subhumedo (INEGI, 2015). Aunque Leptospira se desenvuelve mejor en ambientes
hdmedos, el clima predominante en ambas regiones puede favorecer su desarrollo (Gonzélez,
2013). Dobigny et al., (2015) mencionaron que a pesar de que Leptospira generalmente esta
asociada a climas tropicales, la presencia de los reservorios de mantenimiento, junto con un
pobre saneamiento y areas himedas, favorece a la circulacién de la bacteria por las zonas
aridas, enfatizando también que el cambio climatico acent(ia todavia mas la viabilidad de este

agente infeccioso.

Santos, (2010) reportd que producciones de tipo intensivo y semi-intensivo que no tengan
condiciones de higiene iddneas tendran mayor predominancia a la leptospirosis, por otro
lado, Lopez (2011) menciond que la presencia de Leptospira es comin en las unidades de
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produccion de tipo extensivo, y que su presencia esta relacionada con las practicas realizadas
por los caprinocultures. Caso contrario ocurre en el presente estudio, ya que sin importar el
tipo de produccion en los que se encontraba la poblacion bajo estudio, ya fuese intensivo,
semi-intensivo y extensivo, se demostrd la presencia de anticuerpos contra Leptospira en
cada una de las tres regiones del estado de Guanajuato, dando pauta a que en realidad depende
de las condiciones relacionadas con la higiene y el manejo en las unidades de produccion.
Asi Thayaparan et al., (2013) y Cortizo et al., (2015) asociaron la presencia de tomas de agua
dentro de las instalaciones, la produccion de tipo semi-intensiva y la presencia de roedores

con la presentacion de la enfermedad.

En cuanto al orden de distribucion de serovariedades reportadas en el presente estudio, fueron
Icterohaemorrhagiae aislamiento nacional, Bratislava, y Hardjo las mas frecuentemente
diagnosticadas, la asociacion mas comudn fue Bratislava-lcterohaemorrhagiae. Estos
resultados coincidieron con Lépez (2011), que reportd las mismas serovariedades en caprinos
en el Estado de Guerrero (Icterohaemorrhagiae aislamiento nacional, Bratislava, y Hardjo),
inclusive el mismo patrén de asociacion (Bratislava- Icterohaemorrhagiae), ademas sefial6
que uno de los principales factores de riesgo se asocian a la nula atencion en el control de
roedores, asi como a la convivencia del rebafio con otras especies animales como perros,
bovinos y ovinos; durante la realizacion del presente estudio, se observo la misma relacion
de convivencia de los rebafios caprinos de Guanajuato con las especies animales ya
mencionadas, razon por la cual coincidieron con las serovariedades mas frecuentes asociados

a estos reservorios en comun.
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Debido a que la serovariedad Icterohaemorrhagiae fue la serovariedad mas diagnosticada en
este trabajo, coincidiendo con otros estudios (Garcia, 2011; Pefia, 2012 y Gonzalez, 2013),
reafirman el impacto negativo de la falta de control de roedores, que es un factor clave en las
unidades de produccion caprinas y esta ligada con la diseminaciéon de la serovariedad
Icterohaemorrhagiae. Martins et al. (2012) y Dos Santos et al. (2012) demostraron que la
serovariedad méas frecuente entre los rebafios caprinos de Brasil es Icterohaemorrhagiae,
siendo reconocido como el principal agente infeccioso. Suepaul et al. (2011) reafirmaron la
importancia de las medidas preventivas, recomendando que estas tienen que ir encaminadas
a un amplio programa de control de roedores, pues son los huéspedes de mantenimiento
reconocidos para esta serovariedad, ademés de reducir el minimo el acceso donde se
resguardan los alimentos, la constante limpieza en los corrales y la constante eliminacion de

humedad acumulada dentro de las instalaciones.

La OIE (2014) considera como dilucion final 1:100 para dar como positivo a la prueba de
MAT, sin embargo muchos laboratorios en sus interpretaciones difieren en el titulo final
haciéndolo mayor al establecido, en el presente estudio esto no sucedi6 debido a que en el
estado de Guanajuato no se tiene registro de algun estudio parecido con la presencia de
anticuerpos a Leptospira, y por ende no existe algin programa de inmunizacion contra este
agente en caprinos, por ello el titulo final es menor a lo generalmente establecido. Los titulos
de anticuerpos en las serovariedades diagnosticadas en el presente trabajo fueron desde 1:40-
1:80, hasta 1:160, en menor grado se encontraron titulos de 1:320 y 1:640. Musso y La Scola
(2013) mencionan que un titulo bajo es apropiado en una poblacion donde la exposicion a
Leptospira es poco comun, solamente si la exposicion es frecuente como ocurre en zonas

tropicales, un titulo alto se debe tomar en cuenta para correlacionarlos con la enfermedad.
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En el estado de Guanajuato, no se practica la inmunizacion contra leptospirosis en caprinos,
ya que la prueba de MAT no es capaz de distinguir los tipos de inmunoglobulinas (IgM o
IgG) que pudiera indicar infeccion temprana o tardia, o si estas son generadas por la
exposicion al agente o por la aplicacion de la vacuna (Levett, 2001; Petrakovsky et al., 2014),
las serovariedades diagnosticadas y los titulos de anticuerpos encontrados durante la
realizacion de este estudio, pueden ser considerados como el resultado de la exposicion del
agente causal hacia los caprinos. Otros trabajos donde los animales estudiados no habian sido
inmunizados previamente (Garcia, 2011; Lopez, 2011 y Gonzalez, 2013) también reportan
titulos altos al momento de realizar la prueba de MAT. En Brasil es considerada a la
vacunacion como la mejor herramienta de control de la enfermedad, pero no debe olvidarse
que la convivencia con otras especies domesticas como los perros y bovinos dentro de los
rebafios caprinos representan también un factor de riesgo para la transmision de la

leptospirosis (Pefia, 2012).

En los machos reproductores se encontré que las serovariedades mas frecuentemente
diagnosticadas fueron Icterohaemorrhagiae, Bratislava y Wolffi. Lilenbaum et al. (2008a)
ha demostrado que la leptospirosis puede transmitirse de forma venérea en el ganado bovino,
aunque no existe evidencia de esta forma de contagio en los caprinos, puede ser considerada
como una posibilidad si se toma en cuenta la jerarquizacién y comportamiento social que se
da entre los sementales caprinos, poniendo énfasis durante el cortejo a la hembra, donde tiene
como costumbre la miccidn frecuente en las patas, en la cara y las barbas para automarcarse,
asi como el olfateo hacia la orina de las hembras durante el signo de flehmen (Réman et al.,

2013), como un medio de transmision de la leptospirosis.
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8. CONCLUSIONES

Se confirmo la presencia de Brucella melitensis. en el estado de Guanajuato con una
frecuencia baja, observandose principalmente en la zona Sur y Centro del estado.

Se confirmd la presencia de anticuerpos contra Leptospira en el estado de Guanajuato
con una frecuencia alta, la cual se distribuye de forma homogénea en las tres regiones
estudiadas, sin importar el tipo de produccion, sexo y condiciones medioambientales.
La serovariedad de Leptospira detectada con mayor frecuencia fue
Icterohaemorrhagiae, observando que probablemente la principal fuente de

diseminacion son los roedores.
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9. RECOMENDACIONES

A pesar de que la frecuencia de brucelosis es baja en este estudio, no se debe dejar a
un lado la vacunacién en tiempo y forma, administrandose idealmente en cabritas a
los 3-4 meses de edad, asi como también en los rebafios que resultaron positivos, se
debe contemplar la eliminacion de reactores y el seguimiento de nuevos casos a través
de muestreos serologicos.

Se recomienda también para el control de leptospirosis y brucelosis, la limpieza y
desinfeccion de forma habitual en las unidades pecuarias, con el objetivo de eliminar
humedad en los corrales, eliminacion de excretas de los animales infectados, asi como
abortos y restos de placenta.

Evitar también el hacinamiento y contacto directo entre diferentes especies.

Para conocer el estado inmunolégico del animal, el diagnéstico en laboratorio es una
herramienta clave, por eso es de vital importancia para utilizar vacunas que contengan

las serovariedades especificas de Leptospira que afecten en la zona y/o rebafios.
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ANEXOS.

Anexo 1. Prueba de Tarjeta al 3%, para el diagnéstico de brucelosis

Poner a temperatura hambiente los sueros problema, sueros control positivo y
negativo asi como el antigeno (ABA TEST TARJETA 3%).

Depositar una gota de 30 ul del suero problema sobre la placa de vidrio, con una
cuadricula de 3 x 3 cm.

Depositar una gota de 30 ul del Antigeno preparado con la cepa 1119-3 de Brucella
abortus (ABA TEST TARJETA 3%) junto al suero (no dentro de él).

Mezclar perfectamente el antigeno con el suero, utilizando para cada muestra una
punta diferente en la micropipeta.

Después de mezclados, se homogenizan las mezclas con un ligero movimiento
rotatorio a la placa.

Se procede a efectuar la lectura en los primeros cuatro minutos. La observacion de la
aglutinacion en las placas deberé realizarse con ayuda de una fuente de luz indirecta

(aglutinoscopio).

Interpretacion de la prueba
(-) = No aglutinacién.

(+) = Cualquier grado de aglutinacion
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Anexo 2. Prueba de Inmunodifusion Radial con Hapteno nativo para la
confirmacion de animales positivos a PT 3%.

Concentracion del antigeno:
Suficiente para 3 cajas de petri (3ml/caja), la concentracion final del antigeno usado es de
20 pg de HN/ml. Habitualmente el titulo de HN es de este orden.

Preparacion de soluciones:
Solucién A (amortiguador de glicina pH 7.8)
a. Glicina7.13¢g
b. Cloruro de sodio 5.73 g
c. H20 destilada 450 ml
d. Llevarel pH a 7.8 con NaOH 1N (4 g/100 ml de H20)
e. Aforar con H20O destilada hasta 500 ml.

Solucién B (Agarosa)

a. Agarosa (pureza inmunoelectroforesis) 0.8
b. Azida de sodio 50 mg
c. H20 destilada 50 ml

Calentar el H-O, afiadir azida y la agarosa agitando y calentar en bafio Maria a 100°C hasta
que quede transparente y sin grumos.

Solucién C (stock HN)
a) 1mgde HN en 1 mlde H20 destilada
Preparacion del gel:
a. Disolver 1 g de NaCl en 5 ml de solucion A.
b. Afadir 200 pl de la solucion C a 5 ml de la sol A + NaCl y mezclar.
c. Calentar la mezcla anterior en bafio Maria a 60° C.
d. Afadir 5 ml de solucién B, previamente fundida y mezclar.
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Verter la mezcla (con pipeta caliente) en las cajas de petri (adicionar la cantidad
necesaria que proporcione un espesor de gel de 2 mm).

Dejar solidificar 15 minutos, esperar 24 horas antes de emplearlas.

Las placas se pueden almacenar en refrigeracion en un recipiente cerrado durante 15
dias.

Realizacion de la prueba:

Perforar pocillos con sacabocados a una distancia minima de 4 mm entre ellos y
extraer el gel con aguja o pipeta Pasteur conectada al vacio. Llenar los pozos con 10
a 15 ul de suero e incubar las placas en un recipiente cerrado a temperatura
ambiente durante 24 horas, permitiendo asi la unién antigeno-anticuerpo precipite

de forma visible sobre la placa en las muestras positivas.
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Anexo 3. Preparacion del medio de cultivo y del cepario de diagndstico para
leptospirosis

Para el cepario de diagndstico se utilizo medio Cox para la siembra, y este fue preparando
usando un litro de agua destilada, en el que se usé 2gr de caldo biotriptosa, 40 ml de fosfato
de potasio (KH2PQOj4) al 1/15mM, 1 ml de rojo de fenol al 0.4% y oscilar con un pH de 7.2-
7.4, después el preparado con cinta testigo se esterilizo en la autoclave 121°C, 15 Ib de
presion durante 15 a 20 min. Posteriormente ya cuando este enfrid, se vierte en tubos con
taparrosca de 10 ml previamente esterilizados para después se agregarse asépticamente 1mi
de suero estéril de conejo, para después dejar el medio durante 24 hrs en una estufa
bacterioldgica a 30°C, para comprobar su esterilidad, sin que haya algun tipo de residuo.
Pasando este lapso de tiempo, se agregaron 2 ml del cultivo anterior de la serovariedades
seleccionadas para dejarlas incubar por 7 dias a 28-30°C. Una vez terminado este lapso de
tiempo se confirmo su viabilidad a través de un microscopio a campo 0scuro, este cepario se

albergo después en un lugar a temperatura ambiente, lejos de la luz solar.

La resiembra se debe hacer cada 21 dias, para evitar que el cepario se mantenga viable.
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Anexo 4. Procedimiento de la Técnica de Aglutinacion Microscépica
(MAT):
Diluciones:

Humanos, pequefios rumiantes y evaluacion de bacterinas se requiere una dilucion 1:20.

1. Tomar una pipeta con 1 ml de PBS (solucion amortiguadora de fosfatos) y depositarlo en

un tubo de ensaye.

2. Del suero a evaluar tomar 90 pl y agregarlo en un tubo con PBS. Obteniendo asi una

dilucion inicial de 1:10, la cual sera transformada en la placa posteriormente a 1:20

3. Una vez que se obtiene la dilucion inicial; se procede a colocar en la microplaca seroldgica
50 ul de PBS en el segundo y tercer pozo con la micopipeta multicanal y puntas, dejando el
primer pozo vacio. También se debera colocar 50 pl de PBS a los pozos destinados para el

control.

4. Se cambian las puntas de la micropipeta y se toman 50 pl de la dilucién y son depositados
en el primer pozo, se toman otros 50ul y se revuelven en el segundo pozo tomando 50 pl que
pasaran al tercer pozo donde se revuelven y se toman nuevamente 50pul los cuales seran

desechados

5. Encender un mechero con un radio de cobertura de 15 a 20 cm. Y limpiar con una solucion
de alcohol al 66%.

6. Llevar a esta area la microplaca preparada y el cepario de diagnostico.

7. Se toma asépticamente 0.05 ml por cada pozo a diagnosticar de la cepa a evaluar, se vacia

en una canaleta (se va a cambiar de pipeta para cada toma de diferente cepa).
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8. Adicionar 50ul de la cepa a cada uno de los pozos correspondientes a la cepa incluyendo
el control (No revolver). Realizar el mismo procedimiento para cada una de las cepas
restantes, cambiando de puntas para cada una.

9. Se someten a un periodo de incubacion de una 1 hora en la camara hiumeda.

10. Al término de la incubacion se procede a realizar la lectura de la prueba.
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