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RESUMEN

El presente trabajo se realizé para determinar 1a presen-
cia de Anticuerpos en muestras de suero bovino en contra de
Leptospiras, por medio de la prueba Seroldgica de Microaglu-
tinacibn, en explotaciones ganaderas localizadas en los Mumi

- cipios de Coacalco, Cuautitlfin de R.R., Melchor Ocampo, Veo~
Toyucan y Zumpango, Estado de México.

Se analizaron 487 sueros em contra de 10 serovariedades -
de L. interrogans, encontrindose un 35.11% de sueros positi-
vos a una o amls serovariedades en diluciones de 1:100 & més.
Los resultados por orden de frecuencia de cada una de las se
‘rovariedades utilizadas fueron: L. hardjo 15.81%, L. ictero-
haemorrhagiae 13.34%, L. sejroe 12.11%, L. ballum 10.26%, --
L. pomona 8,41%, L. canicola 6,98%, ... grippotyphosa 5,54%, -
‘L. tarassovi 3.90%, L. autumnalis 0.41% y L. wolffi 0.20%.



INTRODUCCION

La Leptospirosis, probablemente Ya enfermedad zoondtica mis -
difundida en todo el mundo, es de gran importancia tanto en -
el howbre como en los aniwmales por sus caracteristicas epide-
niolégiéns que hacen que su control y erradicacién sean suma-
mente dificiles, ademis de que provoca grandes pérdidas econd
micas en las explotaciones pecuarias en donde esta enfermedad
se¢ hace enzobtica.

ETIOLOGIA

El1 G&nero Leptospira se clasifica dentro de 1a Familia Trepo-
nemataceae y el Orden Spirochaetalis, comprende 2 especies:

- L. biflexa, que es saprSfita y se encuentra por lo co
ain en el agua y el syelo.

= L. interrogans, que es patdigena para el hombre y los
animales. {(2,29). ’

‘ L. interrogans, especie interesante como agente zoondtico, --
contiene 200 variantes seroldgicas denominadas serovariedades
que constituyen el tax6n bisico. A su vez, las serovarieda--
des estin agrupadas por conveniencia ea 22 serogrupos (que no
€s un taxdén conocido), sobre 1a base de los componentes aglu-
tinogénicos predominantes que contienen. (16, 31)



Las leptospiras son espiroquetas que presentan enrollamien--
tos muy estrechos, miden de 6 a 20 micras de longitud y tie-
nen un diimetro de 0.1 micras. Poseen gran movilidad en for
ma rotatoria y es caracterfstico su gancho en uno o en ambos
extremos, entre estos ganchos se encuentra el axostilo, con-
siderado como €1 Srgano motor. Son aerobios obligados, y --
cuando se les cultiva en un medio adecuado, a 30°C, se repro
ducen en un lapso de 7 a T2 horas. (31,48)

Fuera del hospedador, las Leptospiras se desarrollan bien en
terrenos himedos con un pH de 7 a 7.5 y a temperaturas cerca
nas a los 25°C, as{ como en recepticulos naturales o artifi-
ciales de agua dulce. Es por esto que la temperatura y hume
dad refinantes eén Yas zonas tropicales son factores favorables
para las Léptospiras. pero no excluye que casos de Leptospi-
rosis se presenten en climas frjos, aunque ‘con menos frecuen
cia. (8,16,29)

TRANSMISION

La fuente de infeccién mis comiin de la Leptospirosis, es la
orina‘de animales con Leptospiruria, que contaminan agua, --
suelo y alimentos; Ta infeccidn se produce a través de las -
mucosas bucal, nasal y conjuntival y de abrasiones en la - -
piel. (2,16,29,42) :



En los bovinos,'la transmisidn venérea y por inseminacidn ar
tificial no estién comprobadas, pero son probables dado que -
se han podido afslar Leptospiras de los Grganocs genitales --
tanto de wachos como de hembras, y en semen congelado las --
Leptospiras se mantienen viables hasta por 3 aflos. (14,15,29)

En las explotaciones ganaderas, la infeccidn suele ser intro
ducida por animales portadores con leptospiruria y, a veces,
. por anegamiento del campo con agua contaminada de una explo-
tacidn vecina.

PATOGENIA

Una vez que las Leptospiras han entrado al hulsped invaden -
el torrente sanguineo, en donde empiezan a muyltiplicarse dan
do origeén a una fase leptospirémica que dura de 7 a 10 dfas,
_en_Ya cual la temperatura suele elevarse 1 & 2°C, por encima
de lo normal; el crecimiento continda hasta que altas concen
traciones de Leptospiras lleguen a establecerse en los teji-
dos viscerates, especialmente en sangre, rifiébn, pulmdn, cere
bro y glandulas adrenales. Dentro de este periodo las Lep--
tospiras son opsonizadas, fagocitadas y eliminadas por el --
sistema reticulo-endotelial; y después de 10 dias es posible
‘detectar anticuerpos aglutinantes IgM .en suero., {27,41)
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Poster formente las leptospiras se establecen en los tGbulos-
renales, y como consecuencia, se presenta una leptospiruria
de duraci6n variable segin la especie animal afectada {en bo

“vinos hasta 542 dias). (12,42,44)

Los mecanismos basicos de los camblos patolégicos ocurridos,
estdn relacionados en parte, con los dafios a nivel de capila
res, debido a sustancias parecidas 2 las endotoxinas de las
bacterias Gram negativas. A1l respecto, algunos investigado-
res han detectado 1a produccidn de fibrolisina y hemolisina,
asociadas con hemoglobinuria en los rumiantes. (1,38,42)

SIGNOS CLINICOS

"La leptospirosis puede desarrollar un curso rapido, desarro-

1larse gradualmente o permanecer clinicamente inaparente, . de
pendiendo de las serovariedades 1nfectantes, la edad y esta-

do ‘general del hospedndor.

Generalmente en los casos agudos o subagudos se presenta fie
bre durante 4 6 5 d1as, con depresidn, anorexia, debilidad -
genera],;conjuntivitis. anemia y diarrea. En los casos més
severos ﬁay hemoglobinuria causada por una anemia hemolitica
en la ‘que 1a orina se torna de color rojo oscuro y algupas - -
veces negra. La muerte ocurre varios dias después a causa -
de una degeneracibn renal.severs y hepatitis necrética. - -
(9 44)



€En los cuadros crdnicos la Leptospirosis estd asociad[ a pro
blemas de aborto, partos prematuros e infertilidad. Los - -
‘abortos y partos ‘prematuros se presentan de 2 a 4 semanas --
despuls . de l1a infeccibn, cuando los animales estin en el G1-
timo tercio de l1a gestacidn; en los fetos abortados se han -
encontrado titulos de anticuerpos por la prueba de Microaglu
tinacibn. (V3%,18,20,30,36) )

Tambi&n provoca mastitis atfpicas, en las que 1a ubre se - -
vuelve flicida y la leche es espesa con grumos amarillos o -
rojizos de los cuatro cuartos, seguida de agalactia que per-
siste de pocns‘dfas a 2 semanas y, casi siempre, las vacas -
retornan a sus niveles normales de produccidn 2 6 3 semanas
después. (10,20,44)

LESIONES

Al efectuarse el exl-en post--nrten. el higndo aparece de --

gran tamafo, friabie y con coloracidn anormal., Ademds es --
" frecuente observar edema pulmonar y rifiones con nunerosos fo :
_cos puntiformes de color blanco. (38)

Desde el punto de vista histolﬁgiéo. el higado muestra indi- )
cios de edema y necrosis focal. - A nivel renal, la 1esibén --
clisica es una nefritis intersticial difusa. (3,44)



DIAGNOSTICO

Dado que las manifestaciones clfnicas de la Leptospirosis son
tan Qariadas. la presencia de la infeccidn no puede ser detec
tada ni demostrada con seguridad exclusivamente sobre la base
de sintomas .o signos clfnicos. Por esta razén, es una de las
pocas enfermedades cuyo diagnbstico sélo se puede establecer
con certeza en el laboratorio, mediante la comprobacidn del -
agente etiolégico o por procedimientos serolégicos. El diag-
nbéstico confirmativo de la Leptospirosis en e) laboratorio, -
se puede realizar mediante las siguientes pruebas:

7.~ L:a observacidn directa del nicroorganisno en micros-
copio de campo oscuro, ya s€ea én muestra de orina o
en cortes histolégicos de tejidos viscerales.

2.- Cultivos bacterioldgicos a partir de sangre, orina,
tiquido c&falo-raquideo o tejidos viscerales.

‘3.- Inoculacién a animales de laboratorio con muestras -
sospechosas.

4.- Pruebas seroldgicas, empleadas para detectar anticuet
pos en el suero, en las que es necesario tomar 2 mues
_tras de suero con un intervalo de 15 dfas entre éstas
¥y que Tos tftuios de anticuerpos aumenten durante es-
te periodo. '



iSl bien existen varios métodos para el diagndstico de 1a Lep-
tospirosis, 1a prueba seroldgica de Microaglutinacién es el -
procedimiento de referencia. Esta técnica se emplea para de-
. tectar anticuerpos en el suero, identificar los aislamientos
de Leptospiras y clasificar cepas, ademds de servir como base
para evaluar cualquier otro método seroldgico para el diagnds
tico de 1a enfermedad. (16,31,48)

" TRATAMIENTO

En 1o referente al tratamiento, se considera a 1a dihidroes--
treptomicina como el antibibtico mis eficaz en contra de la -
Leptospirosis, a razén de 25 mg/kg via intramuscular, dosis -
inica, (2,13,16,18,39,41) S

CONTROL:

E1 control de la Leptospirosis, generalmente estd basado en -
1a vacunacidn al ganado antes de que 1legue a_ la edad repro--
ductiva, con bacterina antileptospiral; la vacunacidn consta

de 2 aplicaciones con un mes de intervalo entre €stas, révacy
nando anualwente. En lTos animales seropositivos es recosenda
ble aplicar tratamiento con dihidroestreptomicina y después -
vacunar. ' 2 : )



"Es importante aclarar que no existe inmunidad cruzada ‘entre -

las diferentes serovariedades, por lo que las. que estén conte
nidas en la bacterina utilizada debeén ser las mismas que se -
encuentren en el hato. (2,16,18,24,34,40,M1)

LEPTOSPIROSIS EN EL HUMAND

En e1 hombre, ta ocurrencia de esta enfermedad varia en dife-
rentes partes del mundo, siendo las 2onas tropicales &reas en
démicas. En general los brotes se producen por exposicifn a

aguas contaminadas con orina de animales infectados. La in-~-
feccifn al igual que en los animales, es a través de las muco

* sas bucal, nasa1'y conjuntival y de abrasiones en la piel. Vi

rios grupos ocupacionales estdn especialmente expuestos, ta--
les como: trabajadores de arrozales, cafiaverales, minas, al--
cantarillados, mataderos, cuidadores de animales y MEdicos Ve

terinarfos. (25,27)

Las manifestaciones clfinicas son variables y con diferentes -
grados de severidad. Ademds, numerasos casos de infeccibn --
transcurren de forma inaparente, subclinica. En general se -
distinguen 2 tipos clinicos: el ictérico y el anictérico. -
El tipo ictérico o hepatanefritico grave {enferaedad de Weil),
es mucho menos frecuente que el tipo anict&rico.. En la forma
clisica de la enfermedad de Weil, l1os sintomas se instalan --
bruicamente con fiebre, dolor de cabeza, mialgias, conjuntivi
tis, ndusea, vomito, diarrea y constipacidn.
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“La postracidn puede ser marcada. Son comunes las petequias -
-en 1a piel, las hemorragias en el aparato gastrointestinal y
la proteinuria. Cuando la fiebre declina, se éncuentra hepa-
tomegalia e ictericia, insuficiencia renal con marcada oligu-
ria o anuria, azotemia y desequilibrio electrolftico.

E1 fallecimiento suele presentarse durante la segunda o terce
ra.semana de la enfermedad por insuficiencia renal agquda. -~
S1 e) paciente evolucina hacia 1a curacifn, la convalecencia
dura 1 6 2 meses,

En los casos anictéricos, la sintomalogla es més leve. ODuran
te 1a leptospiremia (primera semana de la enfermedad) se obser
va fiebre, mialgias, conjuntivitis, rigidei de la nuca, nfusea
'Ys & veces vimito. Frecuentemente la enfermedad se asemeja a
1a influenza, salmonelosis, brucelosis o paludismo. La forma
anictérica es de curso benigno y los pacientes se recuperan én
" cerca de un mes. La 1eptospiruria puede_cont{nuar por unha se-
mana o varios meses despuls de Ta desaparicién de los sintomas
clfnicos. (2,16.26,32,.42)

Cuando se sospecha que una persona padece Leptospirosis, las-
prucbas de rytina que se ilevan a cabo en el laboratorio son:

1.- La observacidén en el microscopio de campo obscurs, -
de una wuyestra de orina del paciente, con el objeto
. de’encontrar Leptospiras en &sta.
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2.; La prueba serolfgica de Microaglutinacién, para tra-
tar de detectar anticuerpos contra Leptospiras.

51 se confirma el diagnb6stico, el tratamiento estd basado en
administracién de antibi6tices y tratamiento sintomfitico. (16)

ANTECEDENTES DE LA LEPTOSPIROSIS BOVINA EN MEXICO

En México se han 1levado a cabo diversos trabajo§ sabre Lep--
tospirosts bovina, para tratar de determinar la incidencia de

.. 1a. enfermedad en el pais, asi1 como las serovariedades que - -

afectan con mayor frecuencia al ganado bovino. Se han uttli-
zado una gran variedad de té&cnicas de diagnéstico, en las que
sobresale l1a prueba serolfgica de Microaglutinacibén, que es -~
- 1a prueba de referencia. En la mayorfia de estos trabajos se
encontré una prevalencia de reactores positivos a Leptospiro-
$is bovina, que va del 10 al 50%, y que concuerda con la pre-
_ valencia reportada en los dem8s paises de América Latina. (43)

‘Las serovariedades identificadas son muchas y varian depen- -.
diendo Jas zonas de 1a RepGblica en donde se hayan llevado a
cabo loérestud1os; 1as que con mayor frecuencia han sido re--

.-portadas son: L. pomona, L. hardjo, L. wolffi, L. séjroe[ - -

- L. hebdomadis y L. ballum. (Tabla No. 1)




Tabla Mo. 1. Antecedentes de Va Leptospirosis bovina en la Rep(blica Mexicana.

AITOR Mo

ESTADD

No. DE
MUESTRAS

3 0E
POSITIVOS

SEROVARIEDADES

satz (37) . 1962
Fernsndez (17) 1963
Larrondo (21) 1963
Dikken (7} 1967

Lastra (22) . 1968
Rodriguez (35) 1969

Gonzdlez (19) 1968~

1970
Velasco (47) - 1976

Ledn (23 1976
Mguttar (3) 1976

tobadilla (6) 1979

Alejo () . 1982

Banda (5) 1564

© Vazquez (46) - 1986

Mendoza (28) 1387

Edo. Méx.
D.F.
D.F.

Varics

C. Lagunera
D.F.

Yarios

Yeracruz

Yarios

Veracruz

Sinaloa

Edo. Wex.

Yartos

Guerrero

Edo. Méx.

100
100
S0
574
160
2243
165

1452

245

623

Iz

17.00
12.00
42.00
19.80

24.80
20.00

22.1%

1.20

20.70 -

19.18

27.00

55.50

35.79

45.19

42.00

pomona
pomana
pomana

hardjo, hyos,
pomona,- wolffi,
icterchaemarrhagiae

pomena

wolffi, javanica,
medanensis, pomona
hardjo

wolffi, pomona,
sejroe, hardfo,
ballum, hebdomadis

pomona ,
grippotyphosa -

woifi i, pomana,
sejroe, tarassovi,
hebdcmadis, ballum,
hardjo

wolffi, hebdomadis,

- pomona, tarassovi,

hardJo, sejroe,
ballum

wolffi, tarussovi-'
omona, balium,
hebdnnadis bataviae

ba\‘lum. canicola,
icterohaemorrhagiae, .
grippotyphosa,
pomona, hardjo

wolffi, hardio,
hebdemadis,. canicola,

- worsfoldi, pomona,

icterchaemarrhagise,
grippotyphosa

hardjo, pamona, -
australis, canicola,
sejroe, autumnalis,
jcterohaemorrhagise

pnmona; Suétraﬁs N
hardjo, sejroe.

. batav‘lae
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08BJETIVDOS

1.~ Determinar la presencia de anticuerpos en contra de Lep-
) tospiras en muestras de syero bovino., en hatos lecheros
localizados en los Municipios de Coacalco, Cuautitlin de
‘R.R., Melchor Ocampo, Teoloyucan y iu-pango. Estado de -
México. : :

2.- Identificar a las serovariedades de L. interrogans predg
minantes en cada Explotacidn. -




s

MATERIAL Y METODO
TRABAJO DE CAMPO

Se cbtuvieron 487 muestras de suero bovino {raza Holstein), -
entre los meses de octubre de 1987 'y febrero de 1988, en una
zona comprendida en los Municipios de Coacalco, Cuautitlan de
R.R., Melchor Ocampo, Teoloyucan y Zumpango, Estado de México.
(Fig. No. 1)

El clima predominante en Jos 5 Municipios es: Templado Sub-hg

medo ¢ (Wo), (W) b (1), con medias de 105 dias de ]luvia anual

{principalmente en verano), una precipitacién pluyvial total de
674 mm. y 15.6°C de temperatura. (33)

Del total de muestras, 283 se obtuvieron en 7 diferentes ran-
‘chos; las 204 restantes fueron recolectadas en 20 establos de
los pueblos de San Francisco Tenopalco, Visitacidn y el ejido
de Villa Har1a,'ldcalizados en el Municipto de Melchor Ocampo. -
(Tabla No. 2) ‘ :

Las caracteristicas de 1os ranchos muestreados son: el nGmero
de animales en produccién varia de 300 a 1500, ut11izan un --
ststema intensivo de produccion, el ganado es alimentado a ba‘
se de alfalfa, siio y concentrado; el agua de bebtida es pota-
‘ble, la ordefia es mecénica y cuentan con la asesoria permanen
_te de un’'Médice Veterinario.
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Por otra parte, las caracterfsticas comunes entre los esta--
blos son: menos de 15 vacas en cada uno, se utiliza un siste
ma de produccidém semi-intensivo, el ganado sale a pastoreo -
durante el dfa y es confinado en establos por'la.taqde. don-
de se suplementa 1a alimentacidn con alfalfa, mafiz y/o0 con--
cenﬁrado; el agua de bebida es. de canales de riego durante -
el pastoreo y potable'en el establo, 1a ordefia es a mano y -
sus propletarios no cuentan con e] asesoramiento de un Médi-
co Veterinario permanentepente.

En los ranchos La Palma, San Pedro y Terremoto, desde hace -
algunos afios, se aplica al ganado 1a bacterina antileptospi-
ral de tipo comercial; debido a que en estudios anteriores -
{realizados en forma particular), se encontraron tVtulos de
anticuerpos én contra de Leptospiras, por lo que‘relacionlron
algunos problemas de tipo reproductivo con esta enfermedad.

Todos los animales seleccionados para el muestreo fueron va-
cas adultas con mis de una gestacidn, que en su historta cif
_nlca presentaron problemas de tipo reproductivo, como aborto
en el Glitimo tercio de la gestacidn, vacas repetidoras con -
nis de 3 servicios sin_quedqr gestantes y ilgunps otras con
ictertcia o hemoglobinurias.



ESTADO
DE
MEXICO

CUAUTITLAN
DE
ROMERO RUBIO

o

FIGURA No. 1.~ Ub‘lt;acibn Geoqrhfica’de Tos Municiplios muestreados




Tabla Mo. 2. Procedencia de las muestras por Explotaciones y Municipios.

EXPLOTACION No. DE % 0E

DE PROCEDENCIA MNICIPIO MUESTRAS MUESTRAS
Rancho La Paime Coacalco n 14.57
Rancho San Pedro Coacalco 25 5.13
Rancho Terremoto Cuautit1an de R.R. 31 6.36
Rancho La Yirgen Cuaut1t1sn de R.R. 27 5.54
Granja La Trini Teoloyucan 35 7.8
Rancho San Francisco Zumpango 45 9.24
Rancho Laos Pirineos Zumpango 43 10.06
Establos, varios {6} San Fco. Tenopalco, M.0. ) 65 13.38
Establos, varios (9) Y1112 Marta, M.0. 95 1.5 -
Establos, varios (5) Visitacién, M.0. a4 ©9.03
TOTAL




“OBTENCION DE LOS SUEROS

1.~ Se recolectaron 5 ml. de sangre por vaca, extrafda
de l1a vena coccigea media, y depositada en tubos de ensaye -
estériles con tapdn de hule, previamente identificados con -
el nombre de la explotactidn, nimero de registro del animal y
nimero progresivo,

2.- Transcurridas 24 hrs. se retiraron los codgulos san
gufneos formados en las muestras, obteni&ndose aproximadamen
te 2 ml. de suero por tubo.

3.- Estos sueros fueron centrifugados a 2500 RPM duran-
te 5 minutos.

.- Pb;tcrior-cntg. 10s sueros se decantaron a otros tu
‘hos de ensaye estiriles, también identificados y se congela-
‘ron hasta su uso. . :

17
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TRABAJD OE_LABORATORIO

Las pruebas de Hicroag1ut1na016n se realizaron en el Labora-
torio de Leptospirosis de) Departamento de Bacteriologia de1
instituto de Salubridad y Enfermedades Tropicales.

SEROVARIEDADES UTILIZADAS-

Para realizar la presente 1nvastigac16h se utilizaron 10 se-
raovariedades de Leptospira inteérrogans, cultivadas en medio
Tiquido de Korthof.

SEROVARIEDADES s CEPAS
1.~ L. autumnalis Akiyami " A
2.=- L. ballum 5102
3.- L. canicola Hond Utrecht v
'4.- L. grippotyphosa ) “ " Andam CH31
5.~ L. hardjo - Hardjoprajitno
6.- L. icterohaemorrhaqiae RGA
F.- L. pomona Pomana
-8.- L. sejroe . © Mus 24
9.- L. tarassovi ’ . . Perepelicin
10.- L.

wolffi . 3705
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Las cepas L. hardjo Hardjoprajitno, L. 1cterohaemorrhd91§e‘—
RGA y L. pomona Pomona fueron aportadas por el Laboratorio <
de Leptospirosis de la Seccidn de Epizootiologia del Institu
to Nacional de Investigaciones Pecuarias (I.N.I.P.). Las -
restantes, fueron aportadas por el Laboratorio de Leptospiro
sis del Departamento de Bacteriologfa del Instituto de Salu
bridad y Enfermedades Tropicales {(I1.5.E.T.).
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ELABORACION DE MEDIO LIQUIDO DE CULTIVO KORTHOF

Mezclar en un 1t. de agua destilada 0.8 gr. de peptona -
carne, 1.4 gr. de NaCl, 0.02 gr. de NIHCOS. 0.04 gr. de

KC1, 0.04 gr. de CaCl,, 0.24 gr. de KH,P0, y 0.88 gr. de
Na,HPO,.

Calentar la solucibn obtenida a 100°C durante 20 minu- -
tos.

Enfriar y mantener en refrigeracién a 4°C.

Filtrar Ta solucidn en papel Whatman No. 1.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 winutos y de
Jar enfriar a temperatura ambiente,

Agregar a esta solucibn suero estéril de conejo, previa-.
mente inactivado en bafio Marfa a 56°C durante 30 minutos,

en proporcibén del 8 al l02.

Verificar que el pH del medio terminado sea de 7.2 a 7.6.



21

SIEMBRA DE CEPAS

1.- EV -edié de cultivo nuevo se envasa en tubos de eﬁsaye_-
estériles con tapin de rosca, 8 ml. por tubo.

2.- A cada uno de 10s tubos se agrega 1.5 ml. del cultivo de
Leptospiras seleccionado.

3.~ Se incuban en estufa bacteriollgica, a 32°C durante 6 -~
dias. '

4.- Se verifica que l1os nuevos cultivos posean las caracteris
ticas neceésarias pars poder ser utilizados en la prueba -
de Nicroaglutinacidn.
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"TECMICA DE MICROAGLUTINACION (MA)

En este trabajo se desarrolld el mé&todo descrito por Miers. -
(31), con la dGnica diferencia de que para la incubacidn se -
- utilfzaron micro-placas de 96 pozos de fondo plano, en 1u§ar
de porta-objetos.

Para que l1os antigenos puedan ser utilizados en la prueba de
Microaglutinacibn, deben ser cultivos vivos en medio 1fquido,
tener de 4 a 14 dfas de crecimiento, sin contaminacidn ni au
toaglutinacidn y contener aproximadamente de 100 a 200 micro
organismos por campo.

T.- neScongelir 16s sueros a tempeératura awbiente e inactivar
los en bafio Maria, a 56°C, durante 30 minutos.

2.- Nezclar en un tubo de ensaye 0.1 ml. de suero con 0.24 -
wl. de Solucibn Salina Fistolbgica (SSF), para obtener
una dilucidn de 1:25,

)

3.- Poner en los pozos de las micro-placas 0.1 ml. de esta -
"~ diluctbn, ) :

. 4.- Agregar 0.1 ml. de antigeno, con 10 que se obtiene una -
"~ dilucidn de 1:50. : : )

" S.-.Incluir para cada uno de lo0s ant!genos‘de prueSa..un po-
zo0 contrql‘que'contenga 0.1 =ml. de SSF 'y 0.1 »l, del an-
. tigeno. o :



6.- Incubar durante

60 minutos.
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7.- Extraer con asa de platino, una gota de 1a dilucibn y co
locarla sobre un porta-objetos.

8.- Leer el porta-objetos en microscopio de campo obscuro, -

con el gbjetivo

40 X,

9.- Registrar el grado de aglutinacifn de cada antigeno, en
relacidn con el antigeno control, segin la escala 1+ a -

4+ 0 negativo:

fNegativo =
+ =
++ =
e =
Foire =

Sin aglutinacién e idéntico al antigeno-

control.
Aglutinacidn
Aglutinacitn
Aglutinacidn
Aglutinacidn
bres.

ln;;”seieccionnr todos los sueros

con 75 % de cé&lulas libres,
con 50 % de cé&lulas Vibres,
con 25 1 .de cé&lulas libres,
con O a 25 % de células 14-

positivos a ++ o miés.

‘11.- Hacer diluciones dobles de 1a dilucibn original 1:25 y -

titular.

E1 titulo final de anticuerpos en 13 reaccidn de MA, es ﬁon-
sfiderado en 1a mixima dilucibn del suero, positiva a ++.
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‘La muestra total correspondié a 487 sueros, de los cuales 171

reaccionaron posiytivn-enté a ta prueba de MA, a una dilucidn

de ¥:100 & -is'. y . a yna o mls seroy:ﬁedades, que fyeron en -

orden de frecuencia:

L. hardjo, L. icterohaemorrhagiae, - - -~
L. sejroe, L. ballum, L. pomona, L. canicola, L.

‘L. tarassovi, L. autumnalis y L. wolffi.

(Tabla MNo. 3, Gr&fica Ra. 1)

Tabla No. 3. Determinacion de seravariedsdes y titulos de Antlcuer_pol

contra t-eptospira, por 18 pruebs de MA, en suercs de bovinos de los
Huniciptos.de Coacslco, Cusutitldn de R.R., Meichor Ocampo, Teoloyu
can y Zuspango, del Estaso de Mdxtoo. .

grippotyphosé

B No. DE Yo. DE TITILOS OE ANTICUERPOS

SERQVARIEDADES ~  SUEROS POSITIVOS L3 2100 1:200 1:400 1:000  1:1600 13200

" nardfo 487 ” 15.80 "] 2 2 w0 3. 1
ictero a7 85 nM » 9 L} - -
sajroe . 487 59 n 13 L] 3 - -
balum a8y S0 .26 20 ” 5 3 - -
pomona a8y - 8.4y " ” 6 1 - -
canicatls A87 M 6.98 2 o ? - - -
grippotyphasa a8y 27 5.54 " [} 3 v [} -
tarassovi a8y 19 3.90 4] [ 2 - - -
auiuvmnalis 487 2 0.4 - - - - -
wolFEd aar ] 0.20 ¥ - - - - -
ot .87 m




25

Grafica Mo. 1. Porcentale por serovariedades, determinadas mediante Ta
" pruebs de WA, en 487 sueros de bovino de los Municiplos de Coacalco, -

Cuautitlsn de R.R., Melchor Ocampo, Teoloyucan y Zumpango, Estado de Mé
xico. )

“ﬂ

 20% ]

SEROVARIEDADES
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Del Rancho La Palma, Municipio de Coacalco, Estado de Néxico,
se obtuvieron 71 sueros de bovinos, de &Estos, 46 fueron posi -
" tivos a una dilucién de 1:100 6 superior, a una o mis serova-
_riedgdes trabajadas y que fueron en orden de frecuencia:

L. hardjo, L. sejroe, L. ballym, L. ggippbtyphosa. L. pomona,
L. canicola, L. icterohaemorrhagise, vy L. autumnalis,

{(Tabla No. 4, Grifica No. 2)

Tabls Ha. 8. Determinacidn de seravarisdades ¥ tttulos de Anticusrpos
© ‘contra Leptaspira, por 13 prachs de HA, on lnrqt de hovinos del! - -~
Ranche Ls Palma, Coacalco, Edo. da Wésico.

flo. BE -~ e, BE TITROS DE ANTICUERPOS

V:000 1:000. 7:1600  9:3200

 SEROVARIEDADES - SUERRS . POSITIVOS . LW 120

nardfa « n TR “.07 ’ w [ H - .

. sejroe R (] n as 2 s s H - -

ballum n " 5.8 10 [} 3 1 - -

grippotyphosa ¢ bl A 18.3¢ [ 3 2 ] 1 -

pomona '+ n ” we . 10 1 L] - - -

canfcola + n - 1] 4.0 L 2 - - - -

fetero + n L] 1e.08 € ] ‘2 L] - el
autumnalis n LI Le 1 - - - - .

. ToAL n Y} “®.78

‘s Srwverisdesty contewidas en Vs hacterina.
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Gréfica No. 2. Porcentsje por serovariedades, determinadas mediante l1a
prueba de WA, en 71 sueros de bovino del Rancho La Paima, Coacalco, Es-
‘tado de México.
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En el Rancho San Pedro, Munictipio de Coacalco, Estado de Méxi
co, de 25 sueros analizados, 22 reaccionaron pasitivamente a

‘1a prueba de MA,

a una dilucién de 1:100 6 més, & una o més .-

‘'serovariedades, que por orden de frecuencia fueron: - - - - -

L. icterchaemorrhagiae, L. ballum, L. canicola, L

., hardjo,

L. pomona, L. grippotyphosa y L. sejroe

(Tabla No. S,

6r&fica No. 3)

Tebla Wo. 5.Determinacidn de serovariedses y titulos de Anticuerpos
contra Leptospirs, por la prueba de WA, en sueros de buvinos del -
Rancho San Pedro, Coscalco, £do.

de Mexica.

AR . Wo. DE Mo, DE TITLOS DE AKTIC'SRPOS .
SEROVARIEDADES SUERTS POSITIVOS s 1:100 1:200 1400 . 1:800 - 31600 ' 1:3200

- fecero ¢ 25 21 8.0 ‘9 4 [ 2 - -
baltum : 25 " 5%6.00 6 . 2 2 - -

" canfcola ¥ .. 25 1 56.00 s 4 5 - - -
hardjo + . 25 n 44,00 3 L ] ‘3 - -
pomona + 25 n 44.00 L} [3 2 - - -

R grippo:ynhusa + -1 8 32,00 7 1 - - - -
sejroe 25 L 32.00 4 2 - 2 - -
oA ) 5 2 88.00

¢ Serovariedsdes contenidas en 1a dacterina.
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rovarledades, determinadas mediante a

de bovino del Rancha San Pedro, Coacalen, -~

Gr&fica no. 3. Porcentaje por sei

) trueba de WA, en 25 sueros
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My
g

_ 7/////////////////////////////,& |

/////////////////////////////////////;

Estado de Maxico.

,,u.,

P F §

TYTTT




30

Se analizaron 31 sueros de bovino del Rancho Terremoto, - - -
Municipio de Cuautitisn de R.R., Estado de México, 10 reaccig
: naron a una dilucién de 1:100 6 mis, .a una o més serovarieda- -
- des que fueron: L. icterchaemorrhagiae, L. gdmona. L. hardjio,
L. grippotyphosa y L. seéjroae. R ’

(Tabla No. 6, Gr&fica No. 4)

“Tabla Wo. 6.Detarminacion de seroveriedades y t1tulos de Asticuerpos
_contre Leptospira, por la prusbs de MA, en sueros de bovimos del = -
Rancho  Terremoto, Cusutitlisn de R.R.; Edo. de Mexico.

No. DE wo. DE TITWLOS DE ANTICUERPOS

SERQVARIEDADES SUERDS - POSITIVOS L 3 1100 1:200 1:400 1:800. . 1:1600 © 1:3200
ictero + 2 3 -9 2.0 8 1 - - - C-
pomona- ¢ =]} 2 . 6.4% 1 - 1 - - -
hardjo ¢ an 1 322 ) - - - - -

. grippotyphasa, s 3t 1 - % -4 T - - - - -

" sejroe 1} L 3.22 1 - - - . -

ToTAL: - N . W az.25

+. Serovarfiedsdes contentdss e Ta bacterina.
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Grifica ¥o. 4. Porcentaje por serovariedades, determinadas nédiante 1a
prueba de MA, en 31 sueros de bovino del Rancho Terremoto, Cuautitlsn de
R.R., Estado de Mixico. -

50K,

SEROVARIEDADES




En el Rancho La Virgen, Municipio de Cuautitlsn de R. R., Es-
tado de México, de 27 sueros de bovinos, solo 2 reaccionaron

positivamente a la prueba de MA.
Serovar iedades distintas, uno a L. canicola y L.

otro a L. icterohaemorrhagiae. y L. canicola.

{Tabla No.

Tabla No.

7, oéiernin-clon de serovaried'sdes y tituios de Antlcuerpds'
con(ra L»eptosplra. por’ 's prueba de MA, en_sueros. de hovinos d!l -

7, Grafica No. 5)

Rancha La Yirgen, Cusutitlén de R.R., Edo. de México.

Cada suero reacciond a dos
ballum y e}

TITILOS DE ANTICUERPOS

B . bE_ %o, 0E . )
SEROYAR LEDADES SUEROS POSITIVOS 13 1:100 1:200 - 1:400 1:800 1:1600 123200
canicola 27 ‘2 1.4 1 1 - - - -
Actero - a7 1 3.0 1 - - - - -
ballum 7 L] 3.70 1 - - - - -
oA H 7.40

a7
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Gréfica ,llo'. 5. Porcentaje por' serovar ledades determinadas mediante la
prueba de MA, en 27 sueros de bovino del Rancho La Virgen, Cualjt’ltlin
de R.R., Estado de México. "

/

g

cani ball . icte
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Se analizaron 35 sueros de bovino de 1la Gran:ja La Trini, - ~

Hunicipio de Teoloyucan, Estado de México, 17 fueron posttivos
a la prueba de MA, a una dilucion de 1:100 & wis, a una o mis
serovariedades, se encontraron 9de 1as 10 serovariedades traba

Jadas, que en

orden de frecuencia fueron: L. tarassovi, - - -

L. pomona, L. hardjo, L. sejroe, L. grippotyphosa, L. canicola,
L. bailum, L. icterohaemorrhagiae, y L. autumnalis.
(Tabla No. 8,

Grifica No. 6)

Tobla No. B.Determinacidn de Seravariedades y titulos de Antizuerpos
contrs Leptospirs, gor la prueha de NA, con sueras de bovinos de la
Granja t.a Trini, Tealoyucan, Edo. de México.

o, D€ No. DE - TITAOS DE ARTICUERPOS

SERDVARTEDADES SUERDS POSITIVOS 2 11100 3:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200
(tarassovt s 7 20.00 5 - 2 - - -
pomans 5 [ w4 3 2 - 7 -
hardjo 35 5 4.28 - - 1 - 3 1
grippotyphosa 35 5 ".28 - 1 k] - 3 -~
sejroe k13 5 .28 3 - 2 - - -
canicola 35 3 8.57 3 - - - - -
bafium 35 1 2.85 1 - - - - -
-icrero 35 1 2.85 1 - - - - -
autumnalis 35 1 2.85% ) - - - - -
TOTA 35

<

48.57
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Grafica Wo. 6. Porcentaje por serovariedades, determinadas mediante 1a
pructa de WA, en 135 sueros de bovino de 1a Granja La Trini, Teoloyucan.
Estado . de México.

pomo  hard gejr grip — cant ball auto lcte

SEROVARIEDADES
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En el Rancho San Francisco, Municipio de Zumpango, Estado de
México, se obtuvieron 45 muestras de suero :dé bovino, se en-
contraron 12 que reaccionaron en forma positiva a la prueba

de MA, a una dilycién de 1:100 6 mas,
las identificadas fueron: L. tarassovi, L. ballum,- -

"dades,

L. hardjo, y L. wolffi.

{Tabla No. 9, Grifica No. 7)

I’nb'u} No. 9. Determinacidn’ de serovariedades y Htrunn's'de Anticuerpos
contra Leptospira, por 1a prueba.de MA, en sueros de bovinos -del - -
Rancho San Francisco, Zuspango, Edo. de México. :

a una o mis serovarie-

wo. DE No. DE ‘ TITWLOS DE ANTICUERPOS
-'SEROVARIEDADES . SUERDS POSITIVOS s aioo 12200 1:400 1:800  1:1600  1:3200
tarassovi 45 7 | 26.66 [ 6 - - - -
ballun a5 1 2.22 1 - - - - -
hardjo 45 H 2.22 - ] - - - -
wolffi 15 1 2.2z ] - - - - -
TOTAL: 45 o 26.66
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Grafica No.. 7. Porcentaje por serovariedades, dwemmdqs,ued\ante' la:
pruebs de MA, en 45 sueros de bovino del Rancho San Francisco, Zumpan-
9o, Estado de Mixico.
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Del Rancho Los Pirineos, Municipio de Zumpango, Estado de Mé&-
xico, se obtuvieron 49 sueros de bovinos, de éstos 26 reaccio
naron a una dilucidn de 1:100 &6 mis, & una o mids serovarieda-
des, que fueron por orden de frecuencia: L. hardjo, L. sejroe

t. ballum, L. canicola y L. icterohaemorrhagiae.
{Tabla No. 10, &rafica No. 8) ‘

htﬂ- Mo, 10.Determinacidn de serovar jedades ¥ titulos de Anticuerpos :

contra Leptospirs, por is’ prlllhl de WA, en sueros d= bnv‘lnns de\ - -

- _nneho Los Hﬂmos. zmlnno. Edo. de Nh!co.

o #o. DE %o. DE TITULOS DE AKTICUERPOS .

SEROYAR LEDADES SURRDS POSITIVOS . kW 1:200 V:400 800 11600 3:3200°

. hardio 43 26 53.06 L} 7 3 2 - -
sejroe 49 " 28.57 3 8 3 - - -
ballum 49 . 2 4.08 2 - - - - -
iczero 9 1 2.00 1 - - - - -
canicola 49 1 .04 1 - - - - -
o a9 T2 - 53.06




39

ariedades, determinadas medliante

prueba de MA, en 49 sueros de bovino del Rancho Los Pirineos, Zumpango,

) Gra&fica No. B. Porcentaje por serov
Estado de México.

la

TIIh S




De 65 sueros, provenientes de 6 establos del pueblo de San
Francisco Tenopalco, pertenecientes al Municipio de Melchor
- Ocampo, Estado de México, 8 reaccionaron positivamente a la
prueba de MA, a una o mis serovariedades, a una dilucidn de

40

1:100 & superiqres.-que por orden de frecuencia fueron:
L. ballum. L. icterohaemorrhagiae ¥y L. canicola,
(Tabla No. 11, Gr&fica No. 9)

Tabla No. V). Determinaci6n de seroveriedades y titulos de Anticuerpos
contra Leptospira, por Ta prueba de MA, en sueros de bovinos de &

_establos de) pueblo de San Francisco Tenopalco, Melchar Qcampo, Eda-

de México.

No. DE Ho. DE . TITILOS DE AMTICUERPOS
' SEROVAR T EDADES SUEROS. POSITIVOS [ 3 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600  1:3200
ballum 65 S 7.69 2 3 - - - -
iceers . . 6.15 4 - - .- - .
. canicola 65 1 1.53 1 - - - - -
TOTAL: . §5 8 12.30
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Gr&fica No. 9. Parcentaje por serovnffedades.‘deteminadasvnedriante 1
prueba de WA, en 65 sueros de bovino de 6 establos del pueblo de San —-
Francisco Tenopalco, Melchor Ocampo, Estado de México.

“ball - icte cani
SEROVARIEDADES
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En el Ejido de ¥illa Martia, Municipio de Melchor Ocampo, Esta
do. de México, se muestrearon 9 establos de los cuales se obtu
“ vieron 95 sueros de bovino, de éstos, 25 fueron positivos a -
1a pruecba de MA, a una dilucién de 1:100 6 m&s, a una o mis -

serovariedades,

las encontradas por orden de frecuencia fue--

ron: L, jicterohaemorrhagiae, L. pomona, L. ballum, L. canico-
Ja, y L. hardjo. !
(Tabla No.

Y2, Grafica Mo.

10)

hbh.ln; 12. Determinacidn de serovariedades y titulos de Anﬂcuerunj
‘Contra Leptospira, por 12 prueba de WA, en sueros de bovinos de9 - -
establos del Ejido deVitla Marfa, Belchor Ocampo, E£do. de WMéxico.

T2 eatium

Yo, D o, DE : TITWLOS DE ANTICUERPOS -
SEROVAR |EDADES SUERDS POSITIVOS [ 3 11100 1:200 1:400 1:800 ~ 1:1600  1:3200
ictero o5 1. .. 10 4 1 1 - -
. pemona - 95 0 10.52 6 3 L] - - -
o5 8 8.42 7 1 - - - -
canicoia 9s 7 7.36 L] . 3 - - - -
- nardje L] 1 1.05 1 - .- - - -
- T *® 25 26.31
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Grafica No. 10. Porcentaje por serovariedades, determinadas mediante Ta
pruebs de WA, en 95 sueros de bavino de 9 establos del Ejido de Villa—-
Merla, Melchor Ocampo, Estado de México. .
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En el pueblo . de Visitacién, Municipio de Melchor Ocampo, - -
ESCadO‘de;Hexico,rse obtuvieron 44 sueros de bovino de 5 es-
tablos muestreados. solamente reaccionaron 3 a la prueba de
MA. a'una dilucién de 1:100 6 mds, a una o mis serovarieda--

~ des, que fueron: L. icterochaemorrhagiae y L. canicola.
(Tabla No. 13, Gr&fica No. 11)

. . R -
.Tabla Mo. 13, Determinacion de serovsriedades y titulos de Anticuerpos
contra Leptospira, por la prueba de ®A, en sueras de bovinos de 5 - -
‘estiblos del pueblo de ¥isitacidn, WMelchor .Ocampo, Edo. de Néxico,

"o. 0E . bE TITWLOS DE ANTICUERPOS

! ’snouﬁlsms . SUERDS POSITIVOS s 4 1: 100 1:200 1:400 1:800 - ):1600  1:3200°
" ictero B} . 3 6.81 3 - - - - -
44 v 2.27 1 - - - - -

canicola

o .M 3 6.8
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Gréfica No. V1. Porcentaje por serovariedades, determinadas wediante la
prueba de MA, en 44 sueros de bovino de 5 establos det puebIo de ¥isita-
ci6n, Melchor Ocampo, Estado de México.
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DISCUSTION

La prueba seroldgica de Microaglutinacibén utilizada en-esta-
1nvesfigac16n. detecta anticuerpos aglutinantes IgM solo dés
pués de la primera semana de la enfermedad, alcanzando titu-
los mlximos alrededor de la tercera o cuarta semana; poste--
riormente pueden persistir titulos bajos durante meses o - -

afies. (31)

En el presente estudio se analizaron 487 sueros de bovino en
.contra de 10 serovariedades de L. interrogans; se encontrd -
que un 35.11% de estos sueros reaccionaron po;1t1vamente en
contra de una o m&s serovariedades a yna dilucion de 1:100 -
6 mis; porcentaje que entra dentro del rango que va del 10 -
al 50% de reactores positivos a Leptospirosis bovina, segGn
trabajos realizados dentro de la RepGbilica Mexicana. {Tabla

Ko. 1)

En los ranchos La Palma, San Pedro y Terremoto, se aplica a}
ganado 1a bacterina de tipo comercial que contiene a2 las se-
rovar iedades hardjo, pomona, icterohaemorrhagiae. gripptypho
sa y canicola, por lo que los anticuerpos presentes en con--
" tra de estas serovariedades, fueron considerados de tipo va-
‘cunal en las muestras provenientes de Jjos mencionados ram- -
chos; ast como las reacclones positivas para L. sejroe, que:
probabiemente son producto de una reaccidn cruzada con L. -~-
hardjo, por pertenecer al mismo serogrupo Sejroe. (2) Ademss
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en Jlas muestras analizadas de los ranchos La Palma y San Pe-
dro, se encontraron anticuerpos en contra de L. ballum, que
no tiene relacién serolégica con ninguna de las serovarieda-
des contenidas en la bacterina, por 1o que estos anticuerpos
forzosamente son producto de una infeccién de campo.

En todas las demds explotaciones muestreadas también se en--
contraron anticuerpos en contra de Leptospiras; en el rancho
la Virgen, se encontrb el 7.40% de sueros positivos a las se
rovariedades icterohaemorrhagiae, canicolia y ballum; en 1a -
granja La Trini el 48.57%, en donde sobresalen las serovarie.
dades tarassovi, pomona, hardjo y grippotyphosa; en el ran--
cho San Francisco el 26.66% a la serovariedad tarassovi prin
cipalmente; y en el vancho Los Pirineos se encontrd el - - -
53.06%, en donde la serovariedad mis importante fue hardjo.-
En los establos de) pueblo de San Francisco Tenopalco Sse en-
contré el 12.30% de sueros positivos, identificéndose a las
serovariedades ballum, 1cterohaemorrh§gj;e y canicolas en --
Tos establos del EJjido de Villa Marla el 26.31%, a las sero-
variedades icterchaemorrhagiae, pomona, ballum, canicola y =
.hardjo; y en los establos del pueblo de Visitacidn se encon-
. trd el 6.818 de sueros positivos a las serovariedades ictero
haemorrhagiae ¥ canicola.

En los resultados obtenidos es importante sefalar que son va
rias las serovariedades de Leptospiras que afectan a un mis-~

mo hato; que los porcentajes de sueros positivos y las sero-
 variedades también son diferentes entre las'exp1otaciones, -
aGn cuando esten contenidas dentro de una zona con las mis--
.mas cond1ciones climatolbgicas.
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E1 hallazgo de anticuerpos en contra de Leptospirosis, en --
muestras de sueros de varios animales de un mismo hato, no -
confirma que padezcan 1a enfermedad en ese momento, pero s9
que sufrieron la infeccién y que el microorganismo se encuen
tra presente en la explotacién.

- Los porcentajes de sueros positives a Leptospirosis en este
estudio, se obtuvieron dnicamente en base a las 10 serovarie
dades utilizadas, Yo que no indica que los sueros que reac-=-
cionaron en forma negativa, estén totalmente 1ibres de infec
cién a otras serovariedades.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados encontrados en este trabajo pode
mos concluir o siguiente:

Se demostrd la presencia de anticuerpos en contra de tep-- -

tospiras en todas las explotaciones de bovinos muestreadas.

Un mismo animal puede presentar anticuerpos en contra de -
més de una serovariedad de Leptospiras.

Todas las explotaciones se encuentran afectadas por mis de

- una serovariedad de L. interrogans.

Las serovariedades predominantes no son las mismas entre -
las explotaciones. '

La serovariedad bSallum es la de -hyor importancia en las -
muestras obtenidas en hatos vacumados contra Leptospirosis.
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