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RESUMEN

GAYTAN CAMARILLO FERNANDA. Seroprevalencia, distribucion
geografica y co-exposicion de serovariedades de Leptospira spp. en rebafos
caprinos pertenecientes a Grupos Ganaderos de Validacién y Transferencia de
Tecnologia del Estado de Guanajuato. (bajo la direccién de: M. en C. Enrique

Herrera Lopez y Dr. Oscar Rico Chavez.)

Evaluar la presencia de anticuerpos contra Leptospira spp. en unidades
de produccién caprina es de gran importancia para determinar la exposicion de
los animales al agente y asi establecer estrategias de prevencion y control a la
enfermedad. El objetivo del presente trabajo fue determinar la seroprevalencia
de serovariedades de Leptospira spp. en caprinos del Estado de Guanajuato y
evaluar los patrones de distribucién geografica y co-exposicion. Se realizé un
muestreo serolégico en 365 unidades de produccién distribuidos en 22
municipios. Se analizaron 1,640 muestras mediante la prueba de aglutinacion
microscopica, utilizando 6 serovariedades de Leptospira spp., 3 de referencia
(Wolffi, Hardjo, Tarassovi) y 3 aislamientos nacionales (Icterohaemorrhagiae,
Hardjo, Canicola). Se obtuvo una prevalencia total de 45.5% (765/1640), la
prevalencia de Icterohaemorrhagiae fue la mas alta, con 34.16% (589/1640),
seguida de Hardjo con 6.77% (164/1640); el resto fue menor a 5%. Se observo
una agrupacion espacial global para Icterohaemorrhagiae (1>0) y agrupaciones
locales para 5 serovariedades (I1>0). Se detectaron co-exposiciones negativas
entre la serovariedad Icterohaemorrhagiae con titulos altos y el resto de las
serovariedades. La seroprevalencia de leptospirosis en Guanajuato puede
explicarse por patrones de agrupacion y por asociaciones negativas entre
Icterohaemorrhagiae y el resto de las serovariedades. La aplicacién de analisis
espaciales y ecoldgicos en conjunto con la vigilancia serolégica demostraron ser
utiles para generar informacion necesaria para la formulaciéon de estrategias de

control y prevencién de leptospirosis en el Estado de Guanajuato.



INTRODUCCION

Caprinocultura en México

La poblacion mundial de caprinos al 2016 fue de 1,151 millones de
cabezas, de los cuales la mayoria se concentra en paises asiaticos y africanos,
por ejemplo, China, India, Nigeria, Paquistan y Bangladesh son los primeros 5
paises con mayor poblacién de caprinos. México ocupa el lugar 23° a nivel
mundial y el 2° de América detras de Brasil en numero de caprinos de acuerdo
a los datos reportados por la FAO (2018), con un inventario de 8,755,204
caprinos (SIAP, 2016a).

La importancia del ganado caprino en México, ademas del gran inventario
con el que se cuenta, radica en que dichos animales se encuentran en su
mayoria en sistemas de produccion de subsistencia. La caprinocultura sostiene
a cerca de 300 mil familias mexicanas, que se encuentran principalmente en
zonas rurales, 80% de los sistemas de produccion caprina son de tipo familiar, y
se realizan en ocasiones como actividad secundaria a otras actividades
pecuarias (Guerrero-Cruz, 2010). Este fendbmeno se debe principalmente a la
capacidad del ganado caprino de adaptarse a condiciones climatologicas
variables y a condiciones de escasez de recursos naturales. Los productos
caprinos en el mercado tienen un alto valor al llegar al consumidor final, lo cual
no es congruente con la situacion de la caprinocultura antes mencionada, y no
se refleja en los ingresos de los productores primarios. El desarrollo de los
sistemas de produccién caprina tiene un potencial latente que radica en el valor
agregado que puede darle a sus productos si cumplen con las exigencias que el
consumidor demanda, es decir, la creciente demanda en la cantidad y calidad de
los productos de origen caprino ha generado que los productores comiencen a

interesarse en mejorar la produccion (Cuéllar Ordaz, y col., 2012).

Los principales obstaculos para lograr mejorar la situacién de la

caprinocultura en México han sido:

e Falta de inversion y de apoyo para el ingreso a tecnologias de

mejoramiento de la produccion.



e Carencia de especialistas en produccion y medicina de caprinos,
asi como en el desarrollo cientifico en el area.

e Deficiencias en la organizacién de productores en cooperativas o
grupos ganaderos que tengan facil acceso a apoyos tecnoldgicos.

e Deficiencias en la comercializacion directa al consumidor, que
favorece la presencia de intermediarios comerciales.

¢ Dificultad para hacer empresas rentables, por lo que se considera
a la produccion caprina como actividad secundaria.

e Falta de inversidn en salud animal, lo que favorece la incidencia de

enfermedades.
Caprinocultura en el Estado de Guanajuato

En México los caprinos se distribuyen de acuerdo al tipo de produccién,
carnica o lechera (Flores-Puebla, 2016). La produccion carnica se desarrolla
principalmente en dos zonas, la primera se encuentra en Oaxaca, Guerrero y
Puebla, y es un sistema de produccion de tipo trashumante; la segunda,
localizada en Coahuila y Zacatecas, tiene un tipo de produccion intensivo, por lo
que la eficiencia en la produccion es mayor, y genera mas toneladas de carne
con menor cantidad de caprinos (Flores-Puebla, 2016). Por otro lado, la
produccion lechera se concentra en el centro y norte del pais, Coahuila,
Guanajuato, Durango, Michoacan y Querétaro, donde se genera el 82% de la
produccion lactea caprina nacional (SIAP, 2016b). En el afo 2016, el Estado de
Guanajuato aportd el 27.3% de dicha produccion, ocupando el 2° lugar en
producciéon de leche de cabra a nivel nacional, unicamente superado por
Coahuila, que ocupa el 1¢" lugar (SIAP, 2016b).

En Guanajuato existen 3 sistemas de produccion: tecnificado, semi-
tecnificado, que se concentran en la zona del Bajio del Estado en los municipios
de Apaseo el Grande, Celaya, Salamanca, lrapuato, Pénjamo, Abasolo,
Villagran, Cortazar y Juventino Rosas; y el tercero, de tipo familiar, que es el que
predomina, con 80% de las unidades de produccion caprina del Estado
(Andrade-Montemayor, 2017, Flores-Puebla, 2016). Este ultimo sistema se
realiza en su mayoria como actividad secundaria o de subsistencia, y su principal

ingreso es la venta de leche a grandes productores para complementar su



produccién. Debido al incremento de la demanda en cantidad y calidad de los
productos de origen caprino en Guanajuato, los grandes productores han
comenzado a aumentar las exigencias para comprar la leche de unidades de tipo
familiar, en especial en materia de inocuidad. Los principales problemas en las
unidades de produccion de tipo familiar son la falta de recursos, el déficit sanitario
y la incapacidad para acceder por si solos a tecnologias que permitan mejorar
dichas circunstancias. En materia de salud animal la inversidn suele ser poca o
inexistente favoreciendo la presencia de enfermedades infecciosas en los
animales que afectan la inocuidad y cantidad de leche producida (Andrade-
Montemayor, 2017). La falta de tratamiento y control de dichas enfermedades
generan pérdidas econdmicas para los productores que llegan a ser
insostenibles (Cuéllar Ordaz, y col., 2012). Por lo tanto, los grandes productores
han optado por apoyar a los pequefios productores, y se han comenzado a
generar asociaciones de productores en Grupos Ganaderos de Validacion vy
Transferencia de Tecnologia (GGAVATT) con la finalidad de permitir la
transferencia de tecnologias en materia de salud animal, alimentacion,
reproduccién, administracion de empresas pecuarias, entre otras, y asi promover
la tecnificacion de las producciones de tipo familiar y fomentar su desarrollo

empresarial.

En el 2008 el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias (INIFAP) inform6é que en el Estado de Guanajuato habia 345
productores de diferentes tipos de sistemas de produccién, organizados en 19
GGAVATT (Bustos Contreras, y col., 2008), lo cual ha permitido que las unidades
de produccion de tipo familiar se incorporen a programas de acceso a
tecnologias, entre los que se encuentran aquellos que fomentan la salud animal
y la medicina preventiva. El INIFAP en conjunto con la Fundacion Guanajuato
Produce A.C., han fomentado el desarrollo de proyectos de investigacion
encaminados a ofrecer las tecnologias en materia de salud animal a los
productores que se encuentran organizados en GGAVATT y que estan
interesados en mejorar la produccion caprina en el Estado de Guanajuato, por
medio del diagndstico y prevencion de las principales enfermedades que afectan
a los caprinos. Un ejemplo de dichos esfuerzos lo representa el presente estudio,

resultado del proyecto financiado parcialmente por la Fundacién Guanajuato



Produce A.C., FGP636-15: “Establecimiento de una estrategia integral para la
prevencion y control de las principales enfermedades que afectan a caprinos en
el Estado de Guanajuato” (Bustos Contreras, y col., 2008, Fundacién Guanajuato
Produce, 2018).

Enfermedades reproductivas de caprinos

En México existe poca informacién sobre las enfermedades que afectan
a los caprinos y por lo mismo se le ha dado poca importancia, a pesar del papel
social que la caprinocultura juega en nuestro pais. Las enfermedades en los
caprinos son un problema que afecta directamente a la eficiencia productiva, por
lo que el interés que tienen los caprinocultores en ellas se hace evidente cuando
las pérdidas econdmicas comienzan a aumentar. En el caso de la produccion de
leche, las enfermedades reproductivas que ocasionan abortos o infertilidad, son
las que mayor impacto econdémico tienen, porque intervienen directamente con
la cantidad y calidad de la leche producida. Existen varias causas asociadas a
problemas reproductivos (bacterias, parasitos, problemas nutricionales,
traumatismos, etc), sin embargo, se ha visto que 50% de las veces estos son

ocasionados por enfermedades infecciosas (Matthews, 2016).

Conocer las enfermedades reproductivas que afectan a los caprinos y la
dinamica de los agentes infecciosos que las ocasionan permite tomar decisiones
en materia de control de las mismas, con el objetivo de incrementar la
productividad de los animales. Actualmente, la enfermedad infecciosa de mayor
importancia y la mas conocida por los productores de cabras es la brucelosis, la
cual ha sido controlada por medio de la campana establecida por la NOM-041-
Z00-1995 (Campafa Nacional contra la Brucelosis en los Animales) (DOF,
2016), sin embargo, ésta no es la unica enfermedad abortiva en caprinos, existen
otras enfermedades que provocan, entre otros problemas, abortos e infertilidad.
Un ejemplo importante es el aborto enzodtico de los pequefios rumiantes o la
leptospirosis caprina (Herrera & Ramirez, 2015) que no cuentan con campanas
nacionales destinadas a informar a los productores sobre su existencia o

fomentar esfuerzos de diagndstico, control y prevencion.



Leptospirosis

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica que ha re-emergido en la
ultima década como una enfermedad infecciosa de importancia global, debido al
incremento en la prevalencia que se ha visto favorecida por la globalizacion. Es
de gran importancia ya que la presentacion clinica que ocasiona en humanos
puede llegar a ser fatal (Suepaul, y col., 2011). Es de distribucion mundial, pero
las regiones con lluvias constantes, climas tropicales, asi como las malas
condiciones sanitarias, favorecen su presencia, por lo que es comun encontrarla
en paises en vias de desarrollo (Carmona-Gasca, y col., 2011). Se ha estudiado
en la mayoria de los mamiferos, y se va visto que algunos de ellos, como
roedores, perros, bovinos, ovinos y cerdos, actuan como reservorios de algunas

serovariedades (Evangelista & Coburn, 2010).

Es una enfermedad infecciosa ocasionada por bacterias del género
Leptospira, que pertenecen a la familia Leptospiraceae, segunda familia del
orden Spirochaetales. Las bacterias de esta familia son espiroquetas largas,
delgadas y de gran motilidad, con un diametro promedio de 0.1um, un rango de
longitud de 6-20 uym, con una estructura general de bacteria Gram negativa y
aerobia estricta. Existen 21 especies las cuales se agrupan en 3 grupos:
patdgenas, patdégenas intermedias y no patégenas (Figura 1) (Lehmann, y col.,
2014).



Figura 1. Filogenia de las 21 especies del género Leptospira, clasificadas
en 3 subgrupos: el grupo de los infecciosos (Grupo | y Il, llamados
‘patogenos” y “patdgenos intermedios”, respectivamente) incluye 14
especies (nueve del Grupo | y cinco del Grupo Il); y el grupo de los no
infecciosos, que comprende siete especies denominadas “saprofitas”. Solo
las mas virulentas del Grupo | tienen proteinas propias de virulencia
pertenecientes a la familia de genes PF07598, entre las que se encuentra

L. interrogans. Tomado de Lehmann y colaboradores, 2014.



El grupo de las patégenas, que comprende 9 especies, se ha
subclasificado a su vez en 250 serotipos, y son las especies causantes de
enfermedad en humanos y animales, variando en severidad desde infecciones
subclinicas hasta enfermedades severas y muerte. Se han aislado en varias
especies de mamiferos domésticos y de fauna silvestre, tanto terrestres como
acuaticos (Avalos-Tellez, y col., 2016, Carmona-Gasca, y col., 2011, Moreno, y
col., 2016, Tadich, y col., 2016, Ellis, 2015). Existen mas de 360 serovariedades
de las especies patdégenas de Leptospira spp., que se diferencian por los
cambios de composicion y orientacion del lipopolisacarido de superficie, que a
su vez participa como factor de virulencia o toxicidad de la bacteria y actua como
la principal estructura antigénica (Picardeau, 2014, Chirathaworn, y col., 2014,
Evangelista & Coburn, 2010).

Leptospirosis caprina

La leptospirosis en pequefios rumiantes tiene distribucién mundial; varios
huéspedes se ven involucrados en la transmision del agente a cabras, y por lo
mismo no se ha identificado que exista una serovariedad especifica en ellas. A
pesar de su deteccidon en caprinos, la leptospirosis en cabras ha sido poco
estudiada. Se ha identificado como una de las principales causas de problemas
reproductivos como abortos, mortinatos e infertilidad. Como consecuencia de la
presentacion de uno o varios de estos signos, se generan problemas en la
produccion como disminucion o ausencia de produccion de leche, y mortalidad
de cabritos, lo que genera un impacto econémico que llega a ser insostenible
para los productores de caprinos (Lilenbaum, y col., 2008b, Dos Santos, y col.,
2012). Aunado a ello, esta la importancia en materia de salud publica de la
leptospirosis, ya que al ser una zoonosis existe el riesgo ocupacional tanto para
los productores, médicos veterinarios y para todas aquellas personas que entren
en contacto con los caprinos en las unidades de produccion (Carmona-Gasca, y
col., 2011).



e Signos

La leptospirosis es una enfermedad que afecta varios érganos y provoca
signos inespecificos como fiebre, cefalea o dolores musculares. En pequenos
rumiantes se ha visto menor susceptibilidad a presentar la enfermedad, sin
embargo, se ha descrito que los signos que pueden presentar de forma aguda
son anorexia, depresion, ictericia y sindromes anémicos y hemorragicos
(Lilenbaum, y col., 2008b). En la fase cronica se ha reportado que provoca
infertilidad, muertes neonatales, abortos, momificaciones fetales y decremento
en la produccion de leche. Los signos de la forma crénica de la enfermedad son
los que generan mayor interés en la produccion de caprinos debido a las
pérdidas econdmicas que genera la baja produccion de leche y la falta de pie de
cria para venta o reemplazo; por ello estos signos son los que mas se reportan
en cabras (Lilenbaum & Martins, 2014).

e Transmision

Las especies patdogenas de Leptospira spp. infectan gran variedad de
animales, y la transmisién depende de un constante ciclo de excrecion y
adquisicion de la bacteria entre hospederos primarios, accidentales, reservorios
y las condiciones ambientales que favorecen la interaccidén entre ellos (Stuen,
2015). Las cabras a pesar de que no se han relacionado con una serovariedad
especifica, son susceptibles a adquirir la enfermedad por contacto con otros
mamiferos domésticos, con reservorios silvestres 0 con agua contaminada,

principalmente en el medio rural.

Las bacterias Leptospira spp. de tipo patégeno tienen preferencia por
colonizar los tubulos renales, y a partir de los rifiones con excretadas en la orina,
y esta es la principal forma en la que este agente se disemina al medio ambiente,
donde puede permanecer por dias o meses. La transmision se puede dar por
contacto directo o indirecto con animales infectados y ocurre por medio del
contacto con la orina infectada, productos del aborto y por la ingesta de leche
infectada; la transmision vertical también puede darse. Las principales vias de
entrada que utiliza para infectar a sus hospederos son lesiones en piel o contacto
con membranas mucosas, como la conjuntiva, cavidad oral o las superficies

genitales (Ellis, 2015). De igual manera, Lilenbaum, y colaboradores (2008a),



10

reportaron la presencia de Leptospira spp. en fluidos vaginales y semen de
caprinos, por lo que el riesgo de transmision venérea también existe. La
sobrevivencia del agente fuera del hospedero se ve favorecida por factores de
tipo ambiental, como lluvias constantes, clima calido, encharcamientos,
inundaciones y/o pastoreo en lodazales; y por factores de manejo, como
deficiencias de higiene en el corral, realizar curaciones sin asepsia, permitir el
estancamiento de heces y orina en el corral, falta de control de fauna nociva en
almacenes de alimento o en comederos, lo que permite la presencia de
reservorios de la bacteria que diseminen el agente por medio de la orina (Stuen,
2015).

e Patogenia

La infeccion ocurre principalmente por la exposicion de membranas
mucosas del 0jo, boca, nariz y/o genitales a suelo o agua contaminada, asi como
por ingesta de alimento o material contaminado. Otras vias de transmisién como

la vertical o venérea han sido reportadas (Martins & Lilenbaum, 2014).

Primero las bacterias Leptospira spp. van a generar lesion a nivel
endotelial gracias a la motilidad que le confiere su morfologia y sus flagelos.
Rapidamente pueden migrar a través de los tejidos y penetrar el endotelio de los
vasos sanguineos y diseminarse via sanguinea a la mayoria de los 6rganos.
Tras uno o dos dias de la infeccion se produce un periodo de bacteremia que
puede durar una semana; durante este tiempo la bacteria se puede aislar a partir
de la sangre de la mayoria de los érganos e incluso del liquido cefalorraquideo.
El tropismo de estas bacterias es variado, lo que les confiere la capacidad de
afectar a la mayoria de los 6érganos en la fase aguda de la enfermedad, donde
se pueden observar signos como fiebres leves, ictericia, sindromes

hemorragicos y, en casos severos, la muerte (Picardeau, 2017).

Después de 10 — 14 dias de la infeccion disminuye la bacteremia ya que
se comienzan a generar anticuerpos contra el agente, esto permite que los
organos comiencen a expulsar a la bacteria, con excepcion de los rifiones y en
algunas ocasiones los érganos genitales, donde las leptospiras pueden persistir
largos periodos. Se ha observado que tienen preferencia por colonizar ciertos

compartimientos inmunoprivilegiados, donde puedan replicarse. La produccién
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de adhesinas de superficie permite el establecimiento de la bacteria en estos
organos, ya que le permiten adherirse a diferentes células como fibroblastos,
macrofagos, células endoteliales y células epiteliales del rifidn (Picardeau, 2017,
Ellis, 2015).

Se pueden encontrar leptospiras en los tubulos renales proximales, donde
se reproducen y se excretan a través de la orina. La duracion e intensidad de
dicha diseminacion varia entre diferentes especies animales y entre
serovariedades de Leptospira spp., pero en algunos casos llega a durar hasta 2
afnos, representando una fuente de infeccion importante. De igual manera se
llegan a dirigir al utero de hembras gestantes, generando enfermedades
reproductivas como abortos, mortinatos y enfermedades en los neonatos,
generalmente por infeccion en etapas tardias de la gestacion; poco se conoce
del mecanismo mediante el cual provoca estas presentaciones clinicas, pero se
cree que es resultado de infeccidon transplacentaria dada durante el periodo de
bacteremia en la madre. En ocasiones, tras el aborto se puede excretar la
bacteria a través de las descargas uterinas. El oviducto y utero de hembras no
gestantes son también blanco de la bacteria, asi como el tracto genital de los
machos, por lo que la transmision venérea también es de gran importancia. Otros
sitios donde se ha visto que persisten las leptospiras son glandula mamaria y
sus linfonodos, y en caballos se ha reportado también en ojos, provocando
uveitis y cegueras (Picardeau, 2017, Lehmann, y col., 2014, Lilenbaum, y col.,
2008a).

Sin embargo, lo mas comun es encontrar animales asintomaticos, en
sitios con alta seroprevalencia se ha visto poca prevalencia de signos de
enfermedad. Los titulos de anticuerpos tras 10-14 dias de la infeccién van
aumentando y pueden alcanzar niveles maximos tras 3 o 6 semanas de la
infeccion. Después se pueden mantener titulos altos por hasta 6 semanas,
dependiendo de cada especie, los cuales disminuyen gradualmente, pero
pueden mantenerse por mucho tiempo; en algunos casos los titulos bajos

pueden persistir por afios (Ellis, 2015).
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e Diagnéstico
El diagnostico de laboratorio de leptospirosis se divide en dos grupos:

1. ldentificacion del agente: tiene como objetivo la deteccidon directa del
agente, por lo que las pruebas permiten poner en evidencia leptospiras,
antigenos de leptospiras o acidos nucleicos de leptospiras en tejidos
animales o liquidos corporales. Entre estas se encuentran el aislamiento
bacterioldgico, técnicas inmunohistoquimicas o pruebas basadas en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

2. Pruebas serologicas para la deteccion de la respuesta inmunitaria: el
objetivo es la deteccion indirecta del agente, y son pruebas disefiadas
para detectar anticuerpos antileptospira, lo que refleja que hubo
exposicion al agente. La prueba de aglutinacién microscépica (MAT) y la
prueba de enzimoinmunoanalisis (ELISA) son las pruebas de este grupo
disponibles para la deteccidn de leptospirosis.

La técnica de diagndstico estandar y la conocida como prueba tamiz es MAT
y es la prueba mas utilizada para realizar los estudios de seroprevalencia. De
acuerdo con la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) los diferentes
métodos analiticos tienen la capacidad para satisfacer diferentes propésitos
(Cuadro 1), donde MAT resalta por ser el método recomendado para determinar
la prevalencia de la enfermedad, realizar la vigilancia epidemiolégica, confirmar
casos clinicos y determinar la ausencia de infeccion en individuos antes de su
desplazamiento. De igual manera es ampliamente utilizada por ser una prueba
de bajo costo y confiable, ya que brinda una sensibilidad de 98.2% vy
especificidad de 96.4% (Bajani, y col., 2003).
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Zoonosis: Salud animal y Salud Publica

Las enfermedades infecciosas que de manera natural se comparten entre
humanos y animales se denominan zoonosis. Las enfermedades zoondticas
afectan la vida del ser humano a nivel global, 75% de las enfermedades
emergentes infecciosas que afectan al humano son enfermedades de origen
animal; aproximadamente 60% de los patégenos de los seres humanos son
agentes zoonaticos, por lo tanto, las zoonosis son un asunto de gran importancia

en materia de salud publica. (Bueno-Mari, y col., 2015).

La salud publica se define como la ciencia que procura y protege la salud
humana y de las comunidades con las que convive e interactua; sus esfuerzos
van dirigidos al control de enfermedades transmisibles y reduccion de riesgos
ambientales. En México es poco comun relacionar la salud animal con la salud
humana, lo que resulta en problemas en la prevencién y control de enfermedades
zoondticas. La principal herramienta que tiene la salud publica para controlar
problemas de salud es trabajar de manera multidisciplinaria para establecer
estrategias de vigilancia, deteccion, difusién de informacion y establecimiento de

medidas para prevenir y controlar las enfermedades (Novick & B Morrow, 2018).
Epidemiologia espacial

Desde el punto de vista de la salud publica, conocer la localizacién de los
problemas de salud es indispensable para entender las enfermedades
infecciosas. La epidemiologia espacial es el estudio de las enfermedades en el
espacio, es decir, estudiar la seroprevalencia de un agente infeccioso en un area
determinada para hacer una descripcion de su distribucion en el espacio
geografico y poder hacer modelos con los cuales podemos asumir cuales son
las zonas donde existe mayor riesgo de entrar en contacto con el agente
infeccioso (Anamzui-Ya, 2012). Es una herramienta descriptiva por naturaleza,
que nos permite observar y analizar los patrones espaciales de la morbilidad y
mortalidad de las enfermedades con respecto a factores demograficos,
ambientales, conductuales, socioecondmicos, genéticos y de riesgos de
infeccidn, para poder para formular hipétesis con respecto a la etiologia de las

enfermedades. Esta descripcion permite identificar arreglos espaciales de las
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enfermedades y realizar analisis comparativos entre regiones que comparten

factores de riesgo.

Las principales herramientas que tiene la epidemiologia espacial son: 1) mapeo
de enfermedades, 2) agregacion espacial de enfermedades; y 3) analisis
ecologicos (Rezaeian, y col., 2007). La herramienta analitica que utiliza es la
autocorrelacion espacial, la cual implica determinar la correlacion de la
prevalencia a través del espacio basada en las ubicaciones geograficas y valores
encontrados en los diferentes puntos de muestreo, y asume que las areas
cercanas entre ellas tienden a tener prevalencias similares debido a que
comparten factores de riesgo como ambiente, vectores y dispersion de
huéspedes (Tsai, y col., 2009). Una de las pruebas estadisticas que permiten la
determinacion de la autocorrelacion espacial es el indice de Moran Global vy el
indice de Moran Local (Moran, 1950, Anselin, 1995), que comparan los pesos
espaciales con la relacion de covarianza por pares de sitios. El valor de
autocorrelacion espacial positivo determina que existe agrupacion de los valores,
es decir que los valores son estadisticamente similares en areas cercanas;
mientras que la autocorrelacion negativa sugiere que existe dispersion de los
valores, es decir que la cercania geografica no determina que los valores sean
similares (Anamzui-Ya, 2012). Cuando se utiliza el indice de Moran Global la
medida de correlacion se hace para la region completa, arrojando soélo un valor.
El indice local se usa cuando se requiere obtener indicadores locales de

asociacién espacial, es decir un valor por unidad.

La escasez de bases de datos apropiadas y el déficit en el uso de programas
computacionales que analicen la informacién es la razén por la cual en México
existe poca investigacion sobre la influencia de la distribucién geografica de las
enfermedades sobre la prevalencia, la morbilidad y la mortalidad. Sin embargo,
actualmente es indispensable tomar en cuenta este tipo de analisis, ya que con
esta informacidn se puede mejorar la asignacién de los recursos para la
prevencion, tratamiento y control de las enfermedades infecciosas (Rezaeian, y
col., 2007).



16

Co-exposicion

Cuando en un mismo individuo co-existen dos o mas parasitos se llama
co-infeccion, y la manera de determinar que hubo una infeccién se da
regularmente mediante técnicas diagnodsticas que permiten la identificacidon
directa de los agentes (Tadin, y col., 2012, Arrevillaga & Gomez, 2006). Cuando
multiples patdgenos co-ocurren, es decir, se encuentran simultaneamente en un
lugar, (i.e. sitos u hospederos) se pueden generar asociaciones entre ellos, que
pueden ser positivas, negativas o aleatorias (Griffith, y col., 2016, Veech, 2013).
El analisis de los patrones de co-ocurrencia entre patdbgenos permite predecir su
comportamiento en una determinada area geografica con la finalidad de controlar
y/o anticipar enfermedades presentes o futuras (Duijvestijn, y col., 2016, Murray,
y col., 2015).

Cuando se hace un estudio seroldgico no se puede asegurar la presencia
del agente en un individuo, pero se puede asumir con cierta confianza
(sensibilidad y especificidad de las pruebas) que hubo exposicidén a dicho agente.
Cuando se hace uso de la serologia no se puede determinar la co-ocurrencia de
las especies, sin embargo, detectar anticuerpos contra diversos agentes
infecciosos en un mismo individuo significa que, en algun momento, hubo
exposicidn a ellos, por lo que en el presente trabajo se usoé en su lugar el término
co-exposicion, definida como deteccidén de anticuerpos contra 2 o mas agentes
infecciosos en un mismo individuo, en este caso contra las diferentes
serovariedades de Leptospira spp. Existe evidencia de que la exposicion previa
a un agente puede afectar la produccion de anticuerpos contra agentes que
infecten posteriormente. Por ejemplo, con Leptospira spp, se ha observado que
los titulos de las diferentes serovariedades son igual de altos si la infeccion fuese
al mismo tiempo o con corta diferencia de tiempo, sin embargo, cuando la
diferencia de tiempo es alta, la produccion de anticuerpos contra el agente que
provoco la infeccidn previa incrementa por influencia de una infeccion reciente,

debido a reacciones cruzadas (Benkirane, y col., 2016).

En Africa, Mgode y colaboradores (2015), realizaron estudios de
identificacion directa de serovariedades de Leptospira interrogans, y concluyeron

que muchas serovariedades conviven simultaneamente en una determinada
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zona geografica, e incluso en un mismo hospedero. Existen varios estudios que
han determinado la presencia de multiples serovariedades en caprinos, sin
embargo hasta donde sabemos, no existen estudios donde se analicen los
patrones de co-exposicion que presentan las serovariedades (Ibafnez-Contreras,
y col., 2010, Gautam, y col., 2010, Avalos-Tellez, y col., 2016, Mgode, y col.,
2015).

JUSTIFICACION

En el Estado de Guanajuato la falta de informacion y la falta de diagndstico
de leptospirosis en caprinos han sido los principales obstaculos para el control
de la enfermedad. Por lo que es urgente el desarrollo de proyectos que
incorporen nuevas aproximaciones para el estudio de los patrones implicados en
la dinamica de la infeccidn por Leptospira spp. en producciones caprinas, lo que
podria aportar informacion indispensable para el establecimiento de estrategias

de prevencion y control de la enfermedad.

HIPOTESIS

Los caprinos del Estado de Guanajuato se han expuesto a serovariedades
de Leptospira spp. comunes en otros animales domeésticos, y dichas
serovariedades presentan patrones de agrupacion espacial, por lo que
interactian simultdneamente en un sitio o individuo, lo que favorece la
presentacion de patrones de co-exposicion que reflejan asociaciones positivas

entre ellas.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Describir la seroprevalencia de algunas serovariedades de L. interrogans
y L. borgpetersenii en caprinos de unidades de produccion pecuaria
pertenecientes a Grupos Ganaderos de Validacion y Transferencia de
Tecnologia (GGAVATT) del Estado de Guanajuato en funcién de su distribucién

geografica y patrones de co-exposicion.
Objetivos especificos

o Determinar la seroprevalencia por serovariedad de Leptospira spp. en el
Estado de Guanajuato.

e Describir la distribucion geografica de la seroprevalencia de las
serovariedades de Leptospira spp.

e Analizar los patrones de autocorrelacion espacial en el Estado de
Guanajuato

e Reconocer y evaluar los patrones de co-exposicion a las serovariedades

de Leptospira spp. en el Estado de Guanajuato
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MATERIAL Y METODOS

Sitio de estudio

El Estado de Guanajuato se encuentra en la parte central del territorio
nacional, latitud norte de 21°51’ al norte y 19° 55’ al sur; y longitud oeste de 99°
40’ al este y 102° 06’ al oeste. Cuenta con una superficie territorial de 30, 608.44
km?, que representan el 1.6% del territorio nacional; limita al norte con los
Estados de Zacatecas y San Luis Potosi, al este con Querétaro; al sur con
Michoacan de Ocampo; y al oeste con Jalisco. Cuenta con 46 municipios, cuyas
condiciones territoriales permiten la distincién de 4 grandes regiones, que a su
vez se dividen en diez subregiones con caracteristicas econémicas, sociales,
culturales y ambientales particulares (Cuadro 2) (IPLANEG, 2015).

Para el presente estudio se muestrearon unidades de produccién de la
region lll-Centro y la region IV-Sur, donde se encuentran municipios que
destacan en la produccién caprina. La regién llI-Centro cuenta con una superficie
de 7,760.6 km2, abarca 25% del Estado, se integra por 16 municipios de los
cuales 12 fueron incluidos en el presente estudio ya que esta region aporta el
38.7% al volumen de produccion caprina del Estado. En esta region predomina
el uso de suelo agricola y el matorral, seguido de bosques, pastizales inducidos
y, en menor medida, pastizales naturales, ideales para el pastoreo (lracheta,
2009a). La region IV-Sur, abarca el 26% del Estado con una superficie de
7,889.43 km2, se ubica en la provincia fisiografica del Eje Neovolcanico, el cual
abarca a todos sus municipios, por lo que la forma de relieve que predomina es
la sierra volcanica compleja. A pesar de ello la actividad agricola predomina en
la region, cubriendo 64.72% del uso de suelo, seguido de 15% de vegetacion
secundaria, y pastizales en un 10%. El clima predominante es el semi-calido
subhumedo con régimen de lluvias en verano. En esta region da el 30.10% de la
produccion caprina del Estado, y de los 16 municipios que la conforman 9 se

tomaron en cuenta para este estudio (Iracheta, 2009b).
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Cuadro 2. Regiones y subregiones econdmicas del Estado de Guanajuato y municipios

que las componen (Vision 2018. Programas Regionales de Guanajuato, sintesis. 2015)

Region Subregion Municipio

Atarjea

Santa Catarina

1. Sierra Gorda Tierra Blanca
Victoria

Xichu

Doctor Mora

2. Chichimeca San José lturbide

San Luis de la Paz

| NORESTE

Ocampo

3. Sierras de Guanajuato San Diego de la Uni6n
San Felipe

San Miguel de Allende
4. Bicentenario Dolores Hidalgo, C.I.N.

Guanajuato

[ NORTE

Ledn

Purisima del Rincon

5. Metropolitana de Ledn San Francisco del Rincon
Romita

Silao de la Victoria

6. Metropolitana lrapuato-Salamanca Irapuato
Salamanca
Apaseo el Alto
Apaseo el Grande
Celaya
Comonfort

7. Metropolitana Laja-Bajio Cortazar

Il CENTRO

Jaral del Progreso

Santa Cruz de Juventino Rosas
Tarimoro

Villagran

Abasolo

Manuel Doblado
IVSUR |8. Agave azul Cuerafmaro
Huanimaro

Pénjamo

Pueblo Nuevo
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Moroledn
Salvatierra

9. Lacustre Sa‘ntlago Maravatio
Uriangato

Valle de Santiago

Yuriria

Acambaro

10. Sierra de los Agustinos Coroneo

Jerécuaro

Tarandacuao

Muestreo

Se realiz6é un estudio transversal de tipo descriptivo en la poblacion. Se
obtuvieron muestras de suero de caprinos machos y hembras en edad
reproductiva mediante muestreo por conveniencia, con productores cooperantes
pertenecientes GGAVATT. Ademas, como criterio de inclusion de hembras se
consider6 que fueran hembras con al menos un parto, asi como aquellas
hembras que presentaran signos clinicos de leptospirosis como abortos,
momificacion fetal, mortinatos o periodos de infertilidad. El antecedente de
vacunacion contra leptospirosis era un criterio de exclusidén de las unidades de
producciéon. Las muestras se obtuvieron de 375 unidades de produccion, de las
cuales se registréo el GGAVATT al que pertenecen, localidad y municipio en la
que se encontraban. Algunos GGAVATT estan conformados por unidades de
produccion distribuidas en mas de un municipio y en diferentes localidades
(Cuadro 3). Por lo que en cada una de las UP visitadas se tomaron los datos de
latitud y longitud, o en su defecto, la direccion para poder obtener dichas

coordenadas y determinar las diferentes zonas que ocupa cada GGAVATT.
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Cuadro 3. Municipios y localidades por GGAVATT.
Resaltados los grupos en mas de 1 municipio.

GGAVATT Municipios Localidades
1 1 4
2 1 4
3 1 10
4 3 7
5 4 7
6 1 5
7 2 6
8 4 7
9 1 4
10 4 6
11 2 4
12 1 2
13 1 9
14 1 1
15 3 4
16 2 9
17 2 5
18 1 10
19 4 8

20 1 7
21 1 1
22 5 6
23 2 6

Toma de muestras serolégicas

Para la obtencion del suero sanguineo se realizé la venopuncién de la
yugular con agujas de calibre 21G. La sangre se colectd en tubos sellados al
vacio (Vacutainer®), sin anticoagulante, los cuales se identificaron con el numero
de identificacion del animal, la edad, el sexo y el signo clinico en caso de
presentar. Una vez obtenidas las muestras, se almacenaron en refrigeracién a
4°C, para después ser transportadas al CENID- Microbiologia Animal del INIFAP.
En el laboratorio se centrifugaron las muestras a 2500 rpm por 5 minutos, para
obtener el suero sanguineo, el cual se decanté en tubos de microcentrifuga
(Eppendorf®), que se separaron por grupos, y se identificaron con el numero de
unidad de produccién e identificacion del animal y se conservaron en

congelacion, a -4°C, hasta su uso para el diagndstico seroldgico de leptospirosis.



23

Diagnéstico serologico de leptospirosis

Prueba de aglutinacién microscépica (MAT)

Se utilizé la prueba de aglutinacién microscépica (MAT) que permite el
diagnéstico indirecto de leptospirosis caprina por medio de la deteccién de
anticuerpos contra serovariedades de Leptospira spp. en el suero sanguineo.
Para el presente estudio se utilizaron 6 antigenos vivos de serovariedades de
Leptospira spp., 3 de referencia (Wolffi, Hardjo, Tarassovi) y 3 aislamientos
nacionales (Icterohaemorrhagiae, Hardjo, Canicola) (Cuadro 4), las cuales han
sido previamente encontradas en caprinos de Guanajuato por Flores y
colaboradores (2017), y forman parte del cepario mantenido en el CENID-
Microbiologia, INIFAP.

Cuadro 4. Especies de Leptospira spp. utilizadas en el presente estudio. *

Aislamientos nacionales. (Bharti, y col., 2003)

Especie Serogrupo Serovariedad Cepas
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 *

Para la prueba se realizaron diluciones dobles seriadas de los sueros
sanguineos, a partir de 1:20 hasta 1:640 de acuerdo al manual de laboratorio de
leptospirosis del CENID-Microbiologia, para cada una de las serovariedades
utilizadas. La prueba se considerd positiva si presentaba 50% o mas de
aglutinacion, en comparacion al cultivo control diluido a la mitad en solucion

salina tamponada con fosfato (PBS) (Anexo 1)

Tras realizar la prueba de MAT se registraron los resultados a cada

serovariedad con la siguiente nomenclatura:
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e N= Negativo.
e Titulo 1:20= Sospechoso.
e Titulos 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 y 1:640= Positivo.

Analisis estadistico

Prevalencia de las serovariedades Leptospira spp.

Para el célculo de la prevalencia de Leptospira spp. en caprinos del
Estado de Guanajuato se consideraron aquellas muestras que fueron positivas
a al menos una serovariedad. Se calculd la prevalencia verdadera (Prg)
basandose en “pruebas imperfectas”, por medio del estimador Rogan-Gladen
que utiliza la sensibilidad (Se) y especificidad (Sp) de la prueba y determina la
proporcion de muestras probadas que son verdaderamente positivas utilizando
la siguiente formula:

_AP+Sp—1

RE ™ Se4+Sp—1

Asi se determina a través de la frecuencia aparente (AP) la prevalencia
verdadera (Rogan & Gladen, 1978), y se calculan los intervalos de confianza
utilizando la férmula establecida por Reiczigel, y colaboradores (2010). De igual
manera se calculd la prevalencia de las serovariedades de Leptospira spp. en
caprinos del Estado de Guanajuato, por municipio, por GGAVATT y por localidad
tomando en cuenta tamafios de muestra mayores a 10. Los analisis se realizaron
con ayuda de la paqueteria “epiR” (Stevenson, 2013) implementada en el
software libre R (RStudio Team, 2015). La informacion se mostré haciendo el
uso de “heatmaps”, que son una herramienta grafica que permite explorar bases
de datos complejas; y se realizaron con ayuda de la paqueteria “superheat”
(Barter & Yu, 2018) implementada en el software libre R (RStudio Team, 2015).

Distribucion geografica y andlisis de autocorrelacion espacial

Para visualizar geograficamente esta informacion se realizaron mapas,
usando la paqueteria “ggmap” (Kahle & Wickham, 2013), y se represento la
distribucion de las prevalencias de las serovariedades de Leptospira spp. por

municipio. Se realizaron mapas para evaluar la distribucion de la prevalencia por
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municipios y compararla con los GGAVATT, bajo el supuesto de que los
municipios con mayor prevalencia albergan a los GGAVATT que presentan
también prevalencias altas. Sin embargo, estos datos de prevalencia obtenidos
son por municipio y la distancia que puede haber entre las localidades que lo
conforman puede ser mayor entre ellas que con localidades de otro municipio
vecino, por lo cual se decidi6 utilizar las coordenadas centrales de las localidades
donde se encuentran las UP para evaluar de una mejor manera la distribucién y

correlacion espacial de las prevalencias.

Utilizando las prevalencias de las serovariedades de Leptospira spp. por
localidad calculadas (n>= 10) se realiz6 el estudio de autocorrelacion espacial,
en el que se calculo el indice de Moran Global y Local con ayuda de la paqueteria
“spdep” (Bivand & Piras, 2015), implementada en el software libre R (RStudio
Team, 2015). El indice de Moran Global mide la autocorrelacién espacial de las
localidades y los valores de prevalencia simultaneamente y permite evaluar si la
prevalencia esta dada por patrones de agregacion, dispersion o aleatorios, lo
que permite determinar como se estda comportando la enfermedad a nivel

regional. El indice se de Moran Global se calcula mediante la siguiente formula:

_ ny: YW (X — X)X — X)
Yl iWixi (X — X)?

I

Donde:

X;= prevalencia de la serovariedad en la i’localidad;

X= prevalencia promedio de todas las localidades;

X;= prevalencia de la serovariedad en la j'localidad;

W;;= un parametro del peso de la distancia entre las localidades i y j;
n= numero de localidades.

Asi, | > 0 indica patrones de agregacion (valores de prevalencia similares se
encuentran juntos); / = 0 indica un patrén aleatorio; y / < 0 indica patrones de
dispersién (valores altos y bajos se encuentran dispersos). El indice de Moran
local es un estadistico local de autocorrelacién espacial basado en el estadistico
del Moran, y es un indicador local de asociacion espacial (LISA) que presenta

las siguientes propiedades: a) el LISA de cada observacion sugiere la agregacion
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espacial de valores similares alrededor de esa observacion, y b) la suma de los
LISA de todas las observaciones es proporcional a la asociacién espacial global.
Este indice se calculé para cada localidad para explorar las agregaciones
espaciales de prevalencias similares, y se calcula para cada localidad (i) de

acuerdo a Anselin (1995):

X = X)X;W; (X = X)
SZ

Ii=

Donde:

X;= prevalencia de la serovariedad en la i’localidad;
X= prevalencia promedio de todas las localidades;
X;= prevalencia de la serovariedad en la jlocalidad,;

W;;= un parametro del peso de la distancia entre las localidades i y j;
5= la desviacion estandar de la prevalencia de la serovariedad.

La interpretacion se da de la misma manera que en el indice de Moran Global.
El indice de Moran local identifica patrones de agregacion espacial de las
localidades estadisticamente significativas (p>0.05) con prevalencias altas o
bajas. Aquellas localidades con patrones de agregacion con altos valores de
prevalencia son consideradas zonas de riesgo alto; mientras que la agregacion
espacial de las localidades con valores bajos de prevalencia se consideran zonas

de riesgo bajo.

Estudio de Co-exposicion de las serovariedades de Leptospira spp.

Se realizd el estudio de la co-exposicidn utilizando un modelo
probabilistico de co-ocurrencia de especies, con la paqueteria “cooccur” (Griffith,
y col., 2016). En nuestro modelo se consideraron a los individuos como “sitios”,
seleccionando aquellos individuos encontrados en las mismas localidades
utilizadas para la evaluacion de la autocorrelacion espacial. La prueba consiste
en calcular la probabilidad de que pares de serovariedades se encuentren en un
mismo individuo. Se utilizaron las 6 serovariedades y adicionalmente se tomé en
cuenta si se presentaron en titulos bajos, o en titulos altos, por lo tanto, se
clasificé a los resultados de cada serovariedad en sospechosos (titulos de 1:20)
y en positivos (titulos de 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 y 1:640), con lo que se pudo
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obtener 12 variables (6 serovariedades x 2 resultados). La prueba analiza por

pares unicos por tanto para 12 variables se obtuvieron 66 pares:

nx(n-—1) 12x(12—-1)

pares = > pares = > = 66 pares

Con los resultados encontrados se evalud el nivel de co-exposicion para
establecer en qué casos la asociacion presentada se da con mayor intensidad,
y para ello se formaron 3 combinaciones usando la clasificacién por titulos:
positivos — positivos, positivos — sospechosos y sospechosos — sospechosos.
Los valores de co-exposicion de dichas combinaciones se compararon mediante

un analisis de varianza (ANOVA).
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RESULTADOS

Prevalencia total y de las serovariedades Leptospira spp.

Se obtuvieron un total de 1,640 muestras de 23 GGAVATT participantes en
el estudio, distribuidos en 126 localidades de 21 municipios. De las 1,640
muestras, 618 (37.7%) eran machos y 1,022 (62.3%) eran hembras, de las
cuales 472 (46%) presentaron signos caracteristicos de leptospirosis (Ver Anexo
2).

La seroprevalencia de Leptospira spp. en los municipios muestreados fue de
46.65% (765/1640) y la estimaciéon de la seroprevalencia verdadera fue de
45.50% (1.C= 42.96% - 48.06%). Se observd una mayor seroprevalencia en
machos (47.68%) que en hembras (43.98%). Hubo seroprevalencias altas en las
hembras que presentaron signos clinicos, el signo con mayor prevalencia fue la
infertilidad, seguida de abortos (Cuadro 5). Las hembras que tuvieron

momificaciones fueron 2 y ambas resultaron positivas.

Cuadro 5. Muestras positivas a Leptospira spp. en el Estado de Guanajuato.
(n>=10). Se utiliz6 la sensibilidad de 98.2% y especificidad de 96.4% reportada en
Bajani y colaboradores (2003)

Intervalos
" . Frecuencia | Seroprevalencia d_e
Muestras | Positivos | Negativos o o confianza
(%) (%) (%):
bajo | alto
1640 765 875 46,65 45,5 42,96 | 48,06
Machos 301 317 48,71 47,68 43,54 [ 51,84
Hembras: 462 558 45,21 43.98 40.77 | 47.21
Sin signos 247 303 44,91 43,67 39,33 | 48,08
Abortos 182 230 44,17 42,89 37,90 [ 47,99
Infertilidad 29 19 60,42 60,06 45,15 (73,34
Mortinatos 4 6 40,00 38,48 13,97 | 68,85

En el analisis de las seroprevalencias de las 6 serovariedades de Leptospira spp.
en el Estado de Guanajuato se observdé que la serovariedad con mayor
prevalencia fue Icterohaemorraghiae* con una seroprevalencia verdadera
estimada de 34.16% (1.C= 31.74% - 36.65%), seguida de Hardjo con 6.77% (1.C=
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5.33% - 8.40%). El resto de las serovariedades tuvieron valores por debajo del
5%. (Cuadro 6)
Cuadro 6. Seroprevalencia de serovariedades de Leptospira spp. en el Estado de

Guanajuato. 1= Icterohaemorrhagiae*, 2= Hardjo, 3= Tarassovi, 4= Canicola*, 5=
Hardjo* y 6= Wolffi. (*Aislamientos Nacionales)

Intervalos
Resultado a MAT \ . d_e
ID Frecuencia | Prevalencia | confianza
(%) (%) (%)
Neg:tlvo Sospichoso POSsItIVO bajo | alto
1 1014 37 589 35.91 34.16 31.74 | 36.65
2 1450 26 164 10.00 6.77 5.33 | 8.40
3 1482 36 122 7.44 4.06 2.82 | 5.51
4 1534 27 79 4.82 1.29 0.30 | 2.50
5 1546 16 78 476 1.22 0.24 | 2.43
6 1526 39 75 4 .57 1.03 0.07 | 2.21

Distribucion geografica v analisis de autocorrelacion espacial

Se evalud la seroprevalencia de 19 municipios (n>=10) y se encontré que 18 de
ellos presentaron valores mayores al 15% de la serovariedad
Icterohaemorrhagiae y que el municipio con mayor seroprevalencia fue Apaseo
el Alto con 80%, seguido de Salamanca (56%), Ledn (46.8%) y Celaya (41%).
Sin embargo, los municipios Apaseo el Alto y Celaya ocuparon los primeros
lugares al tener 3 serovariedades con prevalencias mayores al 15%. Yuriria fue
el unico municipio que no rebasé el 5% de prevalencia en ninguna de las
serovariedades y que fue negativo a la serovariedad Icterohaemorrhagiae
(Figura 2). Se observé una correlacion negativa entre los valores de prevalencia
de Icterohaemorrhagiae* con los valores de Canicola* y Wolffi. Se evalué la
seroprevalencia de Leptospira spp. en los GGAVATT y se encontré que todos
ellos tienen prevalencias mayores al 10% de la serovariedad
Icterohaemorrhagiae (Figura 3), observando una correlacion negativa de dicha

serovariedad con la serovariedad Canicola*.
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Seroprevalencia (%) de Serovariedades de Leptospira spp. por municipios del

Estado de Guanajuato.

Caomelacicn -
con
|cterchaemomhagiaes (Pa)

Apaseo el Alto
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Leon

Celaya

Irapuato

Apaseo el Grande
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Huanimaro
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Comonfort
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Figura 2. Seroprevalencias de las serovariedades de Leptospira spp. en 19 municipios
del Estado de Guanajuato (n>=10). Se observaron correlaciones negativas con las
serovariedades Canicola* y Hardjo*. Nomenclatura de las serovariedades: "H"= “Hardjo”,
IIIII

“‘Hardjo*”, "Pa"= “Icterohaemorrhagiae*”, "Pv"= “Canicola*”, "T"= “Tarassovi”, "W"=

“Wolffi” (*Aislamiento nacional).
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Seroprevalencia (%) de Serovariedades de Leptospira spp. por GGAVATT del
Estado de Guanajuato.
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Figura 3. Seroprevalencias de las serovariedades de Leptospira spp. en los 23
GGAVATT de caprinos del Estado de Guanajuato. Se observan correlaciones negativas
con las serovariedades Canicola* y Hardjo*. Nomenclatura de las serovariedades: "H"=
“Hardjo”, "I"= “Hardjo*”, "Pa"= “Icterohaemorrhagiae*’, "Pv"= “Canicola*’, "T"=
“Tarassovi”, "W"= “Wolffi” (*Aislamiento nacional).

La representacion geografica de la prevalencia de las serovariedades
permitid observar que Icterohaemorrhagiae abarca gran parte del Estado de
Guanajuato, con prevalencias altas en todos los municipios excepto Yuriria, que
se encuentra al sur de Guanajuato, cercano a Michoacan. De igual manera se
pudo ver que las prevalencias altas de otras serovariedades se concentran, en

su mayoria en la region Centro (Figura 4).



Seroprevalencia de Serovariedades de Leptospira spp. en el Estado de Guanajuato.

Figura 4. Mapa de Guanajuato con la distribucion espacial de las seroprevalencias de las serovariedades de Leptospira spp.

ce
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Al realizar la representacion geografica de los municipios con mayor
seroprevalencia de Icterohaemorrhagiae junto con los grupos con mayor
prevalencia (>40%) encontramos que hay algunos grupos con prevalencias altas
qgue se encuentran en municipios donde la prevalencia no fue mayor a la total del
Estado. El grupo 3 y el 20, se encuentran en el municipio de Pénjamo, el cual

tuvo 35% de prevalencia de la serovariedad Icterohaemorrhagiae (Figura 5).

Distribucién de la seroprevalencia de Leptospira spp. en los municipios

y GGAVATT con mayor prevalencia en el Estado de Guanajuato.

Figura 5. Los municipios resaltados en azul son Apaseo el Alto, Salamanca,
Ledn y Celaya, los cuales tuvieron prevalencias > 40%. Los GGAVATT 3, 23,

8, 21y 20, fueron aquellos con la seroprevalencia mas alta.
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En el estudio de las seroprevalencias por localidad se seleccionaron aquellas
con n>= 10 por lo que solo se tomaron en cuenta 51 localidades para realizar el
analisis de autocorrelacion espacial de la prevalencia verdadera por cada

serovariedad.

En el calculo del indice de Moran Global se obtuvo que las serovariedades
Icterohaemorrhagiae*, Canicola y Tarassovi tuvieron valores de autocorrelacion
positivos, por lo tanto, las prevalencias se encuentran agregadas, sin embargo,
sélo el valor de Icterohaemorrhagiae fue estadisticamente significativo. Cuando
el valor p es estadisticamente significativo (p<=0.05) y la puntuacién de z es
positiva, significa que la distribucion espacial de los valores esta mas agrupada
espacialmente de lo que se esperaria si los procesos espaciales subyacentes

fueran aleatorios (Cuadro 7).

Cuadro 7. indice de Moran Global calculado para cada serovariedad de Leptospira
spp. *Aislamientos nacionales. Los valores estadisticamente significativos se
encuentran resaltados.

Serovariedad I P z Interpretacion
Hardjo -0.068 0.608 -0.274 no significativa
Hardjo* -0.061 0.594 | -0.238 no significativa
Icterohaemorrhagiae* 0.270 [ 0.040 1.672 agregacion
Canicola* 0.205 0.098 1.296 no significativa
Tarassovi 0.215 0.088 1.353 no significativa
Wolffi -0.070 0.613 -0.287 no significativa

Los resultados del indice de Moran local mostraron que las
serovariedades que presentan patron de agrupacion son Hardjo, Hardjo*,
Icterohaemorrhagiae*, Canicola* y Tarassovi. Se encontraron patrones de
agregacion espacial de estas serovariedades en 11 de 51 localidades (21.56%),
las cuales pertenecen a 6 municipios (27.27%) y a 7 GGAVATT (30.43%)
(Cuadro 8).
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En los municipios Apaseo el Grande, Santa Cruz de Juventino Rosas y
Villagran se observo la agrupacién de mas de una serovariedad, siendo la
serovariedad Icterohaemorrhagiae una de ellas en los dos ultimos municipios.
En las unidades de produccion de tres GGAVATT, los grupos 4, 8 y 19, se
encontraron patrones de agregacion de mas de una serovariedad, siendo
Icterohaemorrhagiae una de ellas en dos de ellos. Con esta informaciéon se
realizé un mapa que contiene los indices de Moran local de las localidades que

presentan patrones de agrupacién, para visualizar su cercania (Figura 6).

Cuadro 8. indice de Moran local, presentacion de las localidades con agrupacion (>0,
Z>0) y con valor p significativo (p<=0.05). Seroprevalencia de la serovariedad
encontrada en dicha localidad. *Aislamientos Nacionales

Leptospira Loc | GGAVATT | Municipio Sempr(e.,/‘:;“'enc'a | Z

Hardjo 22 4 Celaya 46.934 3.74| 4.06
Apaseo el

. 43 Grande 10.609 1.94| 2.03
Hardjo 8 Apaseo el

44 Grande 5.004 1.94| 2.03

2 SO ale 58376  |2.14| 2.21

7 Rosas

9 3 Pénjamo 70.190 2.96| 3.04
Icterohaemorrhagiae Juventino

23 4 Rosas 61.246 2.14] 2.21

104 19 Villagran 4.326 2.78| 2.86

110 20 Pénjamo 59.619 2.96( 3.04

25 4 Villagran 6.105 3.38| 3.49

25 6 Villagran 6.105 3.38( 3.49

Canicola*® 25 Villagran 6.105 3.38| 3.49
19 Juventino

102 Rosas 12.211 3.38| 3.49
Apaseo el

43 Grande 20.219 2.27| 2.34
. Apaseo el

Tarassovi 44 8 Grande 9.408 227 2.34
Apaseo el

48 Alto 16.015 5.41| 5.55
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Analisis de Co-exposicion de las serovariedades de Leptospira spp.

El analisis de co-exposicion a las serovariedades de Leptospira spp.
realizado en los caprinos de las 51 localidades, evalué los resultados
encontrados en 647 caprinos, y de los 66 pares de variedades, 9 pares (13.64
%) fueron eliminados del analisis porque su co-exposicion esperada fue menor
a 1; por lo tanto, sélo se analizaron 57 combinaciones. De estas, 37 fueron
aleatorias (64.91%); la co-exposicion negativa se presenté en 24% de las

combinaciones analizadas; y fueron 6 positivas (10.52%).

La co-exposicion negativa, en su mayoria (57%), se dio en pares formados
por la serovariedad Icterohaemorrhagiae en titulos altos (Pa_P), presentando

asociaciones negativas con la mayoria de las serovariedades (Figura 7).

Co-exposicion a Serovariedades de Leptospira spp.

en localidades (n>=10)

Figura 7. Se representa la co-exposicion entre pares de serovariedades
a diferentes titulos. Nomenclatura de las serovariedades: "H"= “Hardjo”,
"I"= “Hardjo*”, "Pa"= “Icterohaemorrhagiae*”, "Pv"= “Canicola*’, "T"=
“Tarassovi’, "W"= “Wolffi” (*Aislamiento nacional). S= sospechoso y P=

positivo.
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Las co-exposiciones de interés son las negativas y las positivas, sin
embargo, las co-exposiciones positivas fueron insuficientes para realizar la
prueba de ANOVA de los 3 grupos establecidos. Solo se obtuvieron asociaciones
negativas en 2 combinaciones: positivo - positivo (P-P) y sospechoso - positivo
(S-P), y se determiné que no habia diferencia significativa (F = 0.136, p >0.05)

entre el valor de co-exposicién en los grupos en esta asociacion de co-

exposicion.
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DISCUSION

La  co-exposicion negativa asociada a la  serovariedad
Icterohaemorrhagiae en titulos positivos puede deberse a una infeccion reciente
por una serovariedad de Leptospira spp., elevando los titulos de anticuerpos
contra infecciones previas, por lo tanto, es posible que la infeccion por esta
serovariedad sea mas reciente o que se esté manteniendo constante debido a la
falta de control de fauna nociva, principalmente roedores, que se presentan en
la mayoria de las unidades muestreadas (Benkirane, y col., 2016). Las
asociaciones positivas se dieron principalmente entre las serovariedades Hardjo
(Nacional y de Referencia), Wolffi y Tarassovi; las primeras dos pertenecen al
serogrupo Serjoe, por lo que pudo haberse producido una reaccion cruzada. La
serovariedad Tarassovi, asi como las serovariedades del serogrupo Serjoe, han
sido encontradas previamente en bovinos, y es posible que la causa de que se
encuentren asociadas positivamente en caprinos sea por la constante
convivencia con bovinos infectados que actuan como portadores (Carvajal-de la
Fuente, y col., 2012, Ellis, 2015). El presente trabajo representa la probabilidad
de que los anticuerpos contra diferentes serovariedades se encuentren, lo cual
puede verse influenciado por factores como reacciones cruzadas y/o la
inmunosupresion de los individuos, por lo tanto, es importante complementar
esta informacidon con las asociaciones que puedan presentarse al hacer un
estudio de co-ocurrencia, en el que se haga la identificacién directa de la
serovariedad, para evaluar cual es la serovariedad ocasionando la infeccién en
ese momento y compararla con lo encontrado en serologia, de tal manera se
podria validar el estudio de co-exposicion y podria funcionar como herramienta
para determinar asociaciones y usar esta informacion en el establecimiento de

estrategias de control de la leptospirosis.

El estudio de autocorrelacion espacial demostré ser una herramienta util
para la determinacion de zonas de riesgo de leptospirosis. El presente trabajo
permitid determinar que la prevalencia de las diferentes serovariedades de
Leptospira spp. se explica por la cercania entre los sitios de estudio. Mediante el
indice de Moran Global se demostré que existen patrones de agregacion
espacial de la serovariedad Icterohaemorrhagiae. Los resultados obtenidos, sin

embargo, no permiten conocer el comportamiento entre las localidades
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cercanas, y solo toma en cuenta las distancias entre las coordenadas centrales
de los municipios, y hace un analisis regional, lo cual omite mucha informacion
sobre localidades vecinas pertenecientes a diferentes municipios, o sobre los
GGAVATT que se encuentran en ellas. Anteriormente se habia demostrado que
existe agregacion espacial de la leptospirosis pero en humanos, y que se
encontraba determinada por las condiciones climatolégicas y geograficas de los
sitios (Rood, y col., 2017, Robertson, y col., 2012) . Ademas en estudios previos
sobre enfermedades como cancer, cdlera o sobre cuestiones sociales que usan
tanto el indice Global como el Local, debido a que con ello se logra describir de
mejor manera el comportamiento de las enfermedades, ya que permiten explorar
mejor los mapas epidemiolégicos (Al-Ahmadi & Al-Zahrani, 2013, Tsai, y col.,
2009, Anamzui-Ya, 2012). Asi, mediante el indice de Moran local, pudimos
obtener informacidon que se estaba omitiendo con el estudio global, como que
también existian patrones de agregacion para las serovariedades Hardjo,
Hardjo*, Canicola* y Tarassovi (*Aislamientos nacionales), y se pudo ver cuales
son los municipios que presentan agrupacion en cada una de ellas. Con el mapa
se pudo observar que los municipios donde se presentd agrupacion son
municipios vecinos, con excepcion de Pénjamo. Los municipios cercanos
comparten caracteristicas geograficas, climatolégicas y sociales al pertenecer
todas a la regidn centro de Guanajuato (lracheta, 2009a), lo que puede ser una
de las razones por las que se esta presentando estos patrones de agregacion.
Por otro lado, tres GGAVATT presentaron valores de agregacion espacial para
mas de una serovariedad, lo que puede deberse a que existen caracteristicas
similares en el manejo reproductivo, de bioseguridad y de medicina preventiva
entre las unidades de produccidén que pertenecen a un mismo grupo. Se ha visto
que entre los factores de riesgo que existen para la presentacion de la
leptospirosis, ademas de los factores ambientales, se encuentran Ilas
caracteristicas de manejo como el tipo de produccién. En un estudio hecho en
Brasil se observé que se presentaba mayor prevalencia de leptospirosis en
cabras que se encontraban en sistemas semi-intensivos (23%) que en cabras en
sistemas de tipo intensivo (3.8%) (Cortizo, y col., 2015). En el presente estudio
la mayoria de las UP eran de tipo familiar, sin embargo, en las zonas con
patrones de agregacion se encuentran algunas con sistemas de tipo semi-

intensivo. En estudios posteriores seria conveniente registrar el tipo de sistema
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de produccion de las UP muestreadas por medio de parametros preestablecidos,
para hacer la correlaciéon entre sistema de produccion y prevalencia de
leptospirosis. Conocer que las serovariedades presentan patrones de
agrupacion en estos grupos puede ser de utilidad para establecer medidas de
control y prevencion dirigidas a los GGAVATT vy a las serovariedades que estan

generando problemas en ellos.

El presente estudio encontro alta prevalencia en las regiones Centro y Sur
de Guanajuato, debido que la regidn del norte no se muestrearon por falta de
ganaderos participativos, sin embargo, Flores y colaboradores (2017) mencionan
una prevalencia del 54.17% en la region Noreste, haciendo a la region Norte
susceptible por la colindancia con ambas regiones, por lo que seria conveniente
realizar estudios que involucren a sitios de esta region. Los municipios con mayor
prevalencia del presente estudio, son municipios donde se ha concentrado el
mejoramiento genético de los caprinos, con la finalidad de mejorar parametros
reproductivos (Valencia & Montaldo, 2006). Estos sitios comercializan animales
de razas con buenas caracteristicas productivas a los demas municipios, lo que
puede estar favoreciendo que la enfermedad se extienda en el Estado, aunado

a la falta de diagnostico oportuno por parte de los productores que los adquieren.

La prevalencia de Leptospira spp. diagnosticada en el presente estudio
fue mayor a la encontrada previamente en Guanajuato por Flores y
colaboradores (2017), que reportaron una prevalencia de 37.9%; y de igual
manera habia reportado que la serovariedad Icterohaemorrhagiae era la mas
frecuente. Este aumento en la prevalencia y la persistencia de
Icterohaemorrhagiae pueden deberse a deficiencias en higiene y a la falta de
control de fauna nociva, ya que esta serovariedad es transmitida principalmente
por roedores, por lo que es importante enfatizar en estrategias dirigidas al
ambiente para disminuir el riesgo de infeccion en caprinos (Webster &
Macdonald, 2009). Icterohaemorrhagiae ha sido una de las principales
serovariedades encontradas en estudios realizados en bovinos en México, y en
cabras se ha encontrado dentro de las primeras 3 serovariedades mas comunes
en varios estudios de paises de todo el mundo (Luna Alvarez, y col., 2005,
Martins & Lilenbaum, 2014). También se encontré que la prevalencia es mayor

en machos, los cuales entran en contacto con todas las hembras del hato y se
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ha demostrado la presencia del agente en semen y fluidos vaginales, lo que
permite una mayor distribucién del agente (Lilenbaum, y col., 2008a). Cuando se
adquieren nuevos sementales es indispensable diagnosticar la mayor cantidad
de enfermedades posibles, entre ellas leptospirosis, para prevenir los abortos y
las pérdidas econOmicas que generan. Los signos caracteristicos de
leptospirosis tienen muchos diagnésticos diferenciales como brucelosis,
clamidiosis, o incluso de deficiencias nutricionales, pero el presente estudio
permitid demostrar que esta enfermedad tiene un lugar importante a considerar
cuando se observan estos signos en el rebano, ya que arriba del 40% de las
hembras con signos fueron positivas, por lo que es importante que los
productores sepan sobre ella y que implementen medidas que permitan disminuir
los problemas que ocasiona y el riesgo que representa para la salud de sus
animales y de ellos mismos. En el presente trabajo sélo se incluyeron 6
serovariedades, sin embargo, existen estudios en caprinos hechos en Brasil
donde se han encontrado otras serovariedades como Autumnalis, Pyrogenes,
Shermani y Grippotyphosa (Dos Santos, y col., 2012, Lilenbaum, y col., 2008a,
Lilenbaum, y col., 2008b), por lo tanto es recomendable aumentar el panel de

serovariedades en estudios posteriores.

La salud publica requiere del conocimiento de las enfermedades comunes
entre humanos y animales, y el ambiente en el que se desarrollan, por ello es
necesario conocer la manera en que estas enfermedades se estan distribuyendo
geograficamente para determinar asociaciones con el clima y con el ecosistema
en el que se encuentran, asi como los huéspedes, reservorios y/o vectores
involucrados. En el caso de leptospirosis, se ha visto que los trabajos
multidisciplinarios como lo realizado por Vinetz y colaboradores (2005), han
permitido entender mejor la enfermedad y establecer medidas dirigidas a
humanos para controlarla, tomando en cuenta el las condiciones ambientales,
economicas, politicas y sociales en las que se encuentran los brotes de la
enfermedad. Demostrar que este problema persiste en Guanajuato y que se
concentra en las principales zonas caprinas sustenta los esfuerzos que la
industria caprina esta realizando para controlar y disminuir los problemas de

salud en caprinos, y ayuda para controlar el riesgo en materia de salud publica.
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CONCLUSION

La seroprevalencia de leptospirosis se ha elevado respecto a lo reportado
en 2016, y se encuentra distribuida en casi el 50% del Estado de Guanajuato; la
serovariedad Icterohaemorrhagiae se ha mantenido como la mas importante de
las diagnosticadas hasta ahora en caprinos de Guanajuato. La seroprevalencia
encontrada puede explicarse por la cercania entre las UP, ya que se encontraron
patrones de agrupacion espacial, y esto nos permite identificar zonas de riesgo,
que pueden proyectarse en mapas. La serovariedad Icterohaemorrhagiae se
esta manteniendo alta debido a que se encontraron asociaciones de co-
exposicion negativas con las otras serovariedades. La incorporacion de
diferentes herramientas analiticas espaciales en conjunto con la determinacién
de la prevalencia permite generar informaciéon mas puntual para la descripcion
de las enfermedades, permitiendo detectar las areas afectadas y las zonas con
mayor riesgo de exposicion. Mientras que analisis de tipo ecolégico nos permiten
explorar la dinamica de co-exposicion a las diferentes serovariedades y su
implicacion biologica. Los resultados encontrados en el presente trabajo nos
brindan informacion que nos permitird plantear estrategias de control y
prevencion dirigidas a las serovariedades encontradas, a las deficiencias de
higiene y bioseguridad y a las zonas que presentan mayor riesgo. Ademas,
permitira informar a los productores sobre la situacién actual de leptospirosis en
sus unidades de produccion y concientizar sobre el riesgo a la salud publica que

esta enfermedad representa.
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RECOMENDACIONES

En el caso de la leptospirosis en caprinos en México, es importante tomar
en cuenta el contexto en el que se encuentra la caprinocultura en nuestro pais

para implementar medidas de control y prevencion, por ejemplo:

e Fomentar la organizacion de productores en grupos ganaderos, y
facilitar el registro de dichos grupos en GGAVATT, para permitir el
acceso a tecnologias.

e Capacitar a los técnicos de los GGAVATT existentes para que
puedan identificar los signos de las principales enfermedades en
caprinos.

e Fomentar el uso de registros para identificar rapidamente animales
repetidores que pueden ser portadores de la enfermedad.

e Recomendar la separacion de animales con signos, la limpieza
continua de los corrales, el mejoramiento de las instalaciones para
evitar que haya materiales que puedan generar heridas,
principalmente en patas.

o Establecer calendarios de vacunacion contra Leptospira spp. que
incluyan las principales serovariedades encontradas y que se
realicen en las épocas recomendadas.

e Promover que los productores realicen el diagnostico de
leptospirosis, y de otras enfermedades, antes de adquirir un animal,
en especial sementales, y fomentar la aplicacion de cuarentenas
de animales nuevos.

e Establecer medidas de control de fauna nociva y mantener la
higiene en los almacenes de alimento para evitar la propagacion de
plagas.

e Informar sobre signos caracteristicos de leptospirosis en humanos
y fomentar el diagnéstico de los productores con hatos positivos

para realizar tratamientos oportunos.
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ANEXOS

ANEXO 1: Mantenimiento del cepario de Leptospira spp. y prueba de

aglutinacién microscépica (MAT).
Mantenimiento del cepario de diagnéstico

Mantener las caracteristicas antigénicas del cepario para el diagndstico de

leptospirosis en animales y humanos.

a. Limpiar con una solucion de alcohol al 66% el area de trabajo y colocar en
cada extremo un mechero.

b. Rotular los tubos con 10 ml del medio de Cox con fecha y serovariedad.

c. Unavez que esta todo preparado para trabajar en condiciones de esterilidad,
agregar 1 ml de suero estéril de conejo a cada tubo.

d. Agregar 1 ml del cultivo anterior al medio de cultivo.

e. Incubar de 4 a 7 dias a una temperatura de 28 a 30 °C + 1°C.
Comprobar crecimiento, a través del microscopio de campo oscuro.

g. Almacenar el cepario en un lugar fresco y oscuro.

Nota: El cepario de diagnéstico debera ser resembrado como maximo cada 21 dias.
Procedimiento MAT
Evaluar la presencia de anticuerpos para leptospirosis.
Dilucién inicial:
e Animales de laboratorio, produccién, mascotas y fauna silvestre se
requiere de una dilucion 1:50.
e Humanos, pequeios rumiantes y evaluaciéon de bacterinas se requiere
una dilucién 1:20.
1. Tomar una pipeta con 0.9 ml de PBS (solucion amortiguadora de
fosfatos) y depositarlo en un tubo de ensaye.

2. Del suero a evaluar tomar 0.1 ml 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
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3. Una vez que se obtiene la dilucién inicial; se procede a colocar en la

microplaca serolégica 50 microlitros (ul) de PBS en el segundo y tercer
pozo con la micropipeta multicanal y puntas, dejando el primer pozo
vacio. También se debera colocar 50 pl de PBS a los pozos destinados
para el control.

4. Posteriormente el contenido del tubo de ensaye “dilucion inicial” se vierte

en una tapa.

5. 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 50ul los cuales seran desechados

6. Encender dos mecheros cada uno con un radio de cobertura de 15 a 20

cm entre ellos. Y limpiar con una solucion de alcohol al 66%.
Llevar a esta area la microplaca preparada y el cepario de diagnostico.
Se toma asépticamente 0.7 ml o la cantidad que sea necesaria de la
cepa a evaluar, se vacia en una canaleta (se va a cambiar de pipeta
para cada toma de diferente cepa).

9. Adicionar 50l 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.

10. Se someten a un periodo de incubacion de una 1 hora en la camara
humeda.

11. Al término de la incubacion se procede a realizar la lectura de la prueba.
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ANEXO 2. Bitacora muestras obtenidas por GGAVATT.

Grupo | Productores Muestras Sexo Heg')?\ras 2n0s

totales |Hembras | Machos signos A |B|C|D

1 19 89 75 14 30 29 0]0| 1
2 11 48 27 21 13 131000
3 16 48 30 18 14 111201
4 12 32 20 12 10 10000
5 14 38 29 9 13 131000
6 10 10 4 6 2 2 10]0]0
7 16 76 50 26 25 1916 /0|0
8 18 47 30 17 13 121001
9 15 29 14 15 3 3 ]0[0]0
10 28 178 138 40 58 47 [11]0] 0
11 19 83 47 36 20 181200
12 23 83 56 27 14 13/1/0/0
13 12 81 64 17 32 23 191(0]0
14 5 23 15 8 8 4 14]/0]0
15 19 121 99 22 48 38 18[0]2
16 13 48 21 27 10 101000
17 15 47 32 15 16 161 0/0|0
18 23 129 96 33 59 50 |4 (1] 4
19 25 61 28 33 14 13001
20 14 52 39 13 20 201 0(0] 0
21 19 40 14 26 5 510[0]0
22 19 223 52 171 24 24 | 0|0]0
23 10 54 42 12 21 19]11/1]0
375 1640 1022 618 472 412 48 2 10

A= abortos; B= infertilidad; C= momificaciones; D= mortinatos
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