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RESUMEN

Sobre un total de 99 sueros examinados de bovinos
Cebii en dos regiones del Estado de Chiapas, se estudid la
prevalencia de diferentes serovariedades de leptospiras,

Las muestras fueron obtenidas de animales no vacu-
nados contra leptospirosis.

Los resultados se obtuvieron por la prueba de aglu
tinacidn microscdpica con antigeno vivo.

De 30 sueres analizados procedentes del rancho de
San Isidro la Gringa Mpio. de Cintalapa, Chis. (Regidn A),
14 resultaron positivos a diferentes serovariedades repre-
sentando un 46.67%, encontrandose mis frecuentemente a L.
wolffi y L. hardijo, sequidos en orden de importancia por

L. pyrogenes, L, australis, L, hebdomadis y L. pomona.
En el Mpio. de Pichicalco, Chis. (Regién B), se --
analizaron 69 sueros de los cuales 31 reaccionaron positi-

vos a las diferentes serovariedades de Leptospira repre--
gentando el 44,93% y encontrdndose mds frecuentemente a -~
L. hardjo y L. wolffi, continuando en orden de importancia

L. worsfoldi, L, ballum, L. pomona, L, szuajizak y L. ---
bataviae.

En ambas regiones las serovariedades. prevalentes -

fueron L. hardjo y L. wolffi. . s st




I.- INTRODUCCION

1.~ Antecedentes de la enfermedad.

Es muy probable que la enfermedad de leptospiresis
haya existido desde los tiempos mads remotos pero en reali-
dad nada puede asegurar este hecho. La enfermedad fué ---
diagnosticada en el hombre varios afios antes de que se su-
plera existia en el ganado. La similitud de los signos --
clinicos en el hombre con los de la fiebre amarilla y al-
gunas de las caracteristicas peculiares del microerganis-
mo posiblemente retardaron el reconocimiento de la infec-
cién (19,38},

En 1800, Larrey observd una enfermedad en el hombre
caracterizada por fiebre, ictericia y hemorragias petequia-
les. Hofer en 1850 describidé una enfermedad canina similar
a la infeccidn humana. En 1883, Laundouzi reconocidé un pa-
decimiento febril al que llamd fiebre hepdtica el cual se
presentd en cuatro trabajadores de alcantarillas; pero no
fué sino tres afios mas tarde, en 1886, que Weil describe -
los sintomas de la enfermedad al observar a varios pacien-
tes con fiebre, ictericia y con problemas hepaticos y renag
les.

Stimson, en 1907, diferencid esta enfermedad de ---
otras de manifestaciones similares en los cortes de rifién
de un paciente que se creyd habia muerto de fiebre amari--

~1la, en Norteamérica. Stimson creyé haber descubierto el -
agente de la enfermedad y lo denomind Spirochaeta interro-

gans. Inada y col. determinaron en 1916 la causa de la en-
fermedad de Weil, un dermen que demoninaron Spirochaeta -
icterochaemorrhagiae. Esta enfermedad se confundid con la -

fiebre amarilla hasta que Noguchi, en el afio de 1917, ob--
servando la morfologia de este microorganismo y las lesio-



- nes que causaba en ratas silvestres, le did el nombre de -
Leptospira del orden espiroquetales (22,26,27).

En la republica Mexicana la presencia de leptospi--
rosis fué demostrada en los trabajos realizados por Nogu--
chi en 1920 en el estado de Yucatdn (47). Castafieda (41) -
en 1928 aisld leptospiras a partir de ratas del puerto de
Veracruz. En 1963, Gastelum (18) menciona los primeros ---
casos de leptospirosis en Mazatlan, Sip.Mis tarde en ----
1937, Bustamante (41,42) diagnostica tres casos de leptos-
pirosis, en unoc de ellos apoydndose con pruebas seroldgi=--
cas; posteriormente Varela y col., en 1954 {41) trabajan -
sobre el papel que pueden desempefiar ciertos artrépodos ~-

en la epidemiologia de la enfermedad.

En 1962, Sais, 2., hizo estudios serolSgicos en bo-
vinos utilizando las técnicas de aglutinacidn microscdpi--
ca y macroscdpica encontrando 17% de animales reactores a
Leptospira pomona (32).

Fernandez, S., en 1963, demostrd la presencia de -=-
Leptospira pomona en rifidn de ganado bovino, en un rastro
del Distrito Federal (17). En 1968, Gutiérrez, F. LA., de-

termind la presencia de leptospirosis bovina en la excuen
ca lechera del Distrito Federal (20). Rodriguez, G.H. =--=-
(1969), demostrd la presencia de Leptospira en bovinos --
con historia clinica de aborto (30). Ldpez, G.HM. (1972},
encontrd leptospirosis bovina en el rastro municipal de -~
cd. Victoria Tamaulipas (25). Reyes, L.E. (1981), realizd
un estudio sobre leptospirosis en bovinos, ovinos y roedo-
res, en el ex-vaso de Texcoco, lcs-resultados fueron nega-
tivos a la prueba de diagndstico (28). Alejo, C.R. (1982)
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lievo a cabo un muestreo seroldgico de leptospiras en --—--
bovinos_lecheroa de la Facultad deé Estudios Superiores --
Cuautitlan, reportando un 28.88% de reactores positivos a
diferentes serotipos de Leptospira en un primer lote de -
45 bovinos de la FES-C y un 42.25% de reactores positivos
a diferentes serotipos en un lote de 35 bovinos traidos --
de E.U, para reemplazo. Los serotipos que se determinaron
en este trabajo fueron: L. icterohaemorrhagiae, L. pyroge-

nes, L. hardjo, L. hebdomadis, L. pomona, L. gryppotipho--

sa, L. ballum, L. canicola y L. wolffi (2).

zZavala, V.J., y col. (1984), en el estado de Yuca--
t&n estudiaron 705 sueros humanos obtenidos tanto en Méri-
da como en las zonas rurales, encontrando una reactividad
general de 14.1% con mayor predominio en el area rural --
que en el area urbana. También se estudiaron 1123 sueros -
de bovinos y 334 de porcinos. Aqui se encontrd una reacti-
vidad general de 8.8% en bovinos y 6.4% en cerdos. Los --
sueros humanos y de animales reaccionaron contra los sero-
tipos de: L. pomona, L. icterxohaemorrhagiae, L. canicola -
y L. gryppotiphosa. Se determind que tanto los sueros de -
animales como de humanos reaccionaron con mayor frecuen--:
cia contra el serotipo de L. pomona (47}.
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2.- Aspectos.econémicos y de salud piblica de la leptos;--
.- pirosis. '

Desde el punto de vista econdémico, su importancia -
radica en gue la ganaderia mundial y nacional se ve afec--
tada seriamente por eate padecimiento, pues causa entre el
ganado abortos, reduccidn en el aumento de peso en el ga--
nado de engorda, baja en la produccidn lactea y muertes --
en becerros, principalmente. Su importancia se comprende--
ra mejor 5i se toma en cuenta que la enfermedad debe con--
siderarse siempre como un problema de hato o de regiones,
mis que de individuos (4,19,33).

En cuanto al problema de salud pGblica, se ha ob---
servado que la leptospircsis es mds frecuente en aquellas
personas que por sus actividades gue desempefian o profe---
8idn, estdn mds en contacto con las posibles fuentes de ~--
infeccidn como los médicos veterinarios, técnicos de labo=~
ratorio gue trabajan con cultivos vivos de Leptospira, em-
pleados de rastros y granjas, trabajadores de alcantari---
llados, etc.

Existen muchos animales silvestres considerados co-
mo reservorios de la enfermedad, tales como zorrillos, te-
jones, ardillas, conejos, etc., sin embargo, es la rata --
de campo, guizd la gue reviste mayor interés en Medicina -
Veterinaria y Salud Piblica por su caracteristica depreda-
dora y transmisora de la enfermedad. También se ha compro-
bado que estos roedores eliminan leptospiras por orina du-
rante toda su vida y no manifiestan sintomas o lesiones -~--
(1,33,44,47).



3.- LEPTOSPIROSIS

La leptospirosis es una enfermedad infecto-conta---
giosa gue afecta a casi todas las especies animales tanto
domésticas como silvestres y también al hombre; siendo ---
una zoonosis importante. La enfermedad en los bovinos pre-
‘senta diversas manifestaciones clinicas, que comprenden --
fibre, ictericia, hemoglobinuria y aborto (4,33,38).

3.1.- Distribucidn geogrifica.

Mundial. Cada regidn se caracteriza por los seroti-
pos que contiene, determinados por su ecologia. Las regio-
nes tropicales son generalmente areas endémicas de leptos-
pirosis. Los niveles elevados de humedad y temperatura, -
la presencia de lagunas y rios de caudal lento, &pocas =~
del afio de intensas lluvias asi come un pH del suelo neu--
tro o ligeramente alcalino son algunas de las condiciones
ecoldgicas favorables para la supervivencia de las leptos-
piras (1,12,31).

3.2.- Etiologia.

El agente causal de la enfermedad es un microorga-—--
nismo perteneciente al orden de las Espiroquetales, fami--
lia Treponemataceae, género Leptospira (del griego leptos,
delgado). Se reconocen dos especies: Leptospira interro—--

gans, habitualmente llamada patdgena y Leptospira biflexa,

microorganismos de bajo poder patogénico que es de vida 1i
bre, se encuentra en aguas superficiales y raramente estd
asociada a infecciones en los mamiferos.



Las clasificaciones actuales consideran que hay ---
mas de 170 serovariedades o serotipos de leptospiras pato-
genas (L. interrogans} sobre la base de pruebas de agluti-
nacidn cruzada y adsorcidn de aglutininas con antisuero --
de conejo especifico del serotipo. El grupo taxondmico ba-~
sico es el serotipo que se incluye dentro de una especie.
A su vez, los serotipos estdn agrupados por conveniencia -
en 19 serogrupos (que no es un taxén reconocido) segin --
los componentes aglutinogénicos predominantes que compar--
ten (1,7,8,40}.

Morfolégicamente, todas las leptospiras se caracte-
rizan por poseer espirales extraordinariamente finas, las
cuales se hallan tan estrechamente enrolladas, que no peu-
den distinguirse al microscopio. Son organismos helicoida-
les y sinucsos de extremos semicirculares ganchudos. Mi---
den generalmente de 5 a 20 micras de largo y aproximada=--=-
mente 0.1 a 0.2 micras de didmetro. La movilidad es conse-
cuencia de los movimientos de rotacién, flexidn y trasla--
cién del microorganismo, uno de cuyes extremos o los dos -
estan a menudo curvados a modo de gancho. Las leptospiras
pueden verse en campo obscuro o contraste de fase, pero no
en microscopio de campc brillante. No se visualizan facil-
mente cuando se tifien con colorantes de anilina, pero pue-
den demostrarse con el uso de técnicas de precipitacidn --
de plata o mediante la tincidn de Giemsa e impregnacidn -~
argéntica. Las leptospiras son capaces de atravesar los -~
filtros que retienen bacterias.

Las leptospiras son aerobios obligados que pueden -
ser directamente cultivados en gran nimero de medios arti-



ficiales complementados con suere de conejo al 10%. Requie
ren de tiamina y vitamina B 12 en los mediod de cultivo. -
Para cultivarse son 6ptimos un pH de 7.2 a 7.4 y una tempe
ratura de incubacién de 30°C (grados centigrados). El tiem
po de incubacidén para crecimientc generalmente es de 6 a -
14 dias. Las leptospiras se pueden aislar durante la etapa
aguda de la enfermedad por cultivo de sangre en medios co-
mo el liguido de Stuart o el semisdlido de Fletcher, que -
contienen suero de conejo, o elmedio EMJH (Ellinghausen---
McCullough-Johnson-Harris}, que contiene albiimina y Acidos
grasos en lugar de sueroc (15).

Las leptospiras tienen escasa resistencia a los a--
gentes fisicos y quimicos, mueren a una exposicién de tem~
peratura de 45%. durante 30 minutos. No soportan una ex--
posicidn prolongada a la luz solar directa y son muy sen--
sibles a la accidén de los acidos. El yodo elemental, el --
halozone, el hipoclorito de calcio, y los detergentes ca--~
tidnicos son eficientes para destruir al microorganismo --
en breve tiempo. Se ha observado que la orina con un pH -
dcido mata a las leptospiras en unas cuantas horas (7,19,
26,43).

3.3.~ Epizootiologia.

El conocimiento respecto a la transmisidén natural -
de la enfermedad aun no €sta completamente claro, pero se
considera que es influida por las infecciones en otras es-
-pecies,

En el ciclo de la enfermedad las leptospiras, lue-
go del periodo leptospirémico, se alojan en los tibulos --
renales de sus huéspedes y desde ahi pasan a la orina, -~



siendo ésta la principal fuente de contaminacidn y median
te la cual son elimipadas al medio ambiente. La fuente de
infeccién es casi siempre el animal enfermo gque contamina
es pasto, el agua de bebida y los alimentos. Dicha conta-
minacidn generalmente ocurre peor medio de la corina infec-
tada, fetos abortados y secreciones uterinas contaminadas.
Estudios recientes mencionan que la transmisidén a través
de la cbpula e inseminacién. artificial®'también puede es--
tar presente. En semen congelado las leptospiras pueden -
sobrevivir por lo menos tres afos,

Las vacas en lactacién pueden eliminar leptospiras
en la leche, principalmente en la fase aguda de la enfer-
medad y asi transmitirla a becerros lactantes suceptibles.

Las leptospiras al ser eliminadas por el animal in
fectado permaneceran viables si las condiciones ecolégi--
cas son favorables y quedaran en forma-latente ‘hdsta -en--
contrar un nuevo huésped como pueden ser ratas y diversos
animales de fauna.silvestre. (fig, 1). Por ejemplo en al-
gunos roedores se ha comprobado la eliminacién de leptos-
piras por orina durante toda su vida y sin manifestar sig
nos ni lesiones, por lo gue estas especies no solo disemi
nardn leptospiras, sino que también mantendrdn los seroti
pPos que se encuentren en ellas hasta cerrar el ciclo nue-
vamente.

Las leptospiras generalmente entran al huésped a -
través de la superficie mucosa (oral o nasal} por piel --
abrasicnada, sin embargo la entrada por via conjuntival -
también es frecuente.



Animales Animales
infectados susceptibles

Contaminacién
del suelo y -
agua gue con-
tiene leptos-

piras.

g

il

&

Fig. 1. Leptospirosis: Ciclo de transmisidén (Acha, N.P. y

Szyfres, B. 1986 )
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Los perros y los cerdos también son fuente de in--
feccidn para el ganado, siendo los cerdos los de mayor im
portancia en la transmisién ya que se sabe eliminan en la
orina grandes cantidades de leptospiras por periodos pro-
longados, inclusive después de sanados clinicamente (3.4,
12,15,16,19,23).

3.4.~- Patogenia

Las leptospiras después de que entran al organismo
por las diferentes vias antes mencionadas se multiplican
rdpidamente en el torrente sanguineo de donde pueden ais-
larse durante varios dias hasta gque el periodo febril ha
disminuido, luego de la fase leptospirémica, se alojan en
los tiibulos renales y de ahi pasan a la orina con la cual
son eliminadas al medio ambiente.

El periodo de incubacidén es de cuatro a nueve dias.
La leptospiruria comienza después de la primera semana de
enfermedad y suele durar dos o tres meses, ya sea en for-
ma continua o intermitente, Luego de los seis meses la --
leptospiruria es escasa o nula, dependiendo del serotipo
que este afectando al animal. Los anticuerpos se hacen -~
detectables entre el sexto y décime dia y alcanzando nive
les maximos en la tercera o cuarta semana de enfermedad;
a partir de ahi disminuyen gradualmente aungue pueden se-
guir siendo detectados por afios.

En la fase aguda de la enfermedad los animales pue
den morir por septicemia, por anemia hemolitica, o bien -
por una combinacién de ambas presentaciones. También la -
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muerte puede presentarse por insuficiencia hepdtica o ure
mia, Después persiste bastante tiempo todavia en los rifio
nes por lo que ocasiona lesiones graves en los mismos.

La leptospirosis provocada por el serotipo hardjo
(15,i6) se detecta y persiste en el riiidn, lo mismo'que -
en el oviducto y iitero ya sea vacio o prefiado, por lo que
el contacto sexual y las secreciones uterinas contamina--
das pueden ser también una manera ficil e importante de -
transmisidn de la enfermedad.

La extensa destruccidon de glébulos rojos da como -
resultado, la anemia, la hemoglobinuria e ictericia. Pue-
de presentarse hemoglobinuria durante la Gltima etapa del
periodo febril o posteriormente. La anemia y la ictericia
se producen con menos frecuencia que la hemoglobinuria. -
Varios serotipos de leptospiras producen endotoxinas, y -
otros tambi&n producen hemolisinas, por lo que una hemdli
sis puede combinarse con anoxia anémica e incluso con ne-
frosis hemoglobinirica en la lesidén vascular basica.

En los animales gestantes el aborto es provocado -
por anoxia tisular y muerte del feto, con degeneracidn ——
placentaria o sin ella; ambos efectos se deben a la inva-
8ion del producto durante la etapa septicémica de la en——i
fermedad (4,12,19,33,44).

3.5.~ Signos clinicos.
La infeccidn por Leptospira en los bovinos puede -

provocar una enfermedad de curso agudo, subagudo o croni-
co. '
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La mortalidad varia entre 5 y 15%, siendo mas alta
en bovinos jovenes que en adultos, la morbilidad puede ex
ceder del 75% llegando en ocasiones al 100%.

En la forma aguda, que afecta principalmente a bo-
vinos j0venes, aunque puede ocurrir también en animales -
adultos, las primeras manifestaciones de la enfermedad --
son por lo general fiebre de 40 a 41.5° c. que suele du--
rar unos cuantos dias, anorexia, depresidn, respiracidn -
superficial y acelerada, supresidn de la rumia, rigidez =
de los miembros posteriores y en ocasiones también de la
cabeza. La hemoglobinuria puede presentarse durante la Gl
tima parte del periodo febril y gue junto con la anemia -
hemolitica producen ictericia y palidez de mucosas. En -~
las vacas se observa una disminucidn brusca de la produc-
cién de leche y es frecuente una mastitis atipica, la ---
ubre se muestra fldcida, la leche se torna viscosa y de -
color rojiza a veces tefilda con sangre. El curso de la en
fermedad es mds severo en los terneros en leog cuales se -
observa retrazo en el crecimiento y una mortalidad varia-
ble. Los animales adultos también pueden perder pegso a --
consecuencia de la infeccidn.  El aborto ocurre con fre---
cuencia debido a la reaccidn general en la etapa aguda =--
del padecimiento.

El curso subagudo de la enfermedad se caracterjiza
por ser menos grave que el anterior, observandose casi --
los mismos signos pero en menor grado. La fiebre puede ~-
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ser de 39 a 40.5° c. hay un cierto grado de hemoglobinu--
ria 'y no es érecuente la ictericia. La ubre no presenta -
cambios fisicos aparentes, la secrecién lactea disminuye,
la leche se observa de color amarillenta, espesa y en oca
siones tambié&n tefiida con sangre, gue son principalmente
algunos de los signos caracteristicos durante esta fase.
£l aborteo suele producirse de una a cuatro semanas des-—--
pués del comienzo de la enfermedad.

En la forma crénica de leptospirosis el aborto es
a veces el {inico signo, que generalmente ocurre después -
de los seis meses de gestacidn, probablemente porgue es -
mids fécil la invasidn de la placenta en esta etapa. La re
tencidn de placentas se produce hasta en un 25% de los --
animales que abortan (1,10,13,16,19.34).

Se menciona una posible asociacién entre leptospi-

rosis por el serogrupo Hebdomadis y aborto de etiologia =~

desconocida.

La L. pomeona se sabe que produce hemélisis intra-- .
vascular, ictericia, G hemoglobinuria, nefritis intersti-—;.
cial, uremia, agalactia, hipertermia, anemia y lesiones - .
capilares, siendo el aborto el principal signo en la en--
fermedad crodnica.

La leptospirosis causada por L, hardjo es una in--
feccidn distribuida mundialmente en los bovinos. Esta va-
riedad ha sido bien identificada como causante de abortos,
nacimientos prematurcs, muerte neonatal, mastitis atipica,
agalactia, retenci¢nes placentarias y reciéntemente se --
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menciona que puede estar involucrada como una de las cau~
sas de infertilidad bovina. A menudo los titulos de L. -~
hardjo son bajos y las infecciones generalmente ocurren -
en ausepncia de titulos aglutinantes (8,14,15,23,24,36).

3.6.- Lesiones macroscépicas.

B pesar de que se han publicado numerosos trabajos,
describiendo las alteraciones observadas durante un exa--
men post-mortem de animales enfermos de leptospiresis, -~
ninguno de los hallazgos patoldgicos puede considerarse -~
patognomdnico. En casos agudos se encuentra ictericia ge-
neralizada con hemorragias subepiteliales, subserosas y =~
submucosas, lo mismo gue homoglobinuria, y si esta es in-
tensa a menudo se asocia con enfisema y edema pulmonar. -
También se pueden encontrar iilceras y hemorragias en la -
mucosa del abomasc, anemia e hipoplasia de la médula csea.
El aumento en el tamafoc del bazo es caracteristico. El hi
gado suele estar algo aumentado de volumen, amarillento y
con frecuencia presenta hemorragias subcapsulares y paren
guimatosas. Los riiflones casi siempre tendrdn mayores cam-
bios macroscdpicos que el higade. En la fase aguda de la
enfermedad el rinon se caracteriza por estar algo aumenta
do de volumen y tenso. Pueden presentarse pequefias dreas
irregulares de pigmentacidn similares a hemorragias por -~
debajo de la capsula. En los animales que sobreviven a la
infeccidén generalizada se encuentran lesiones blancas o -
grisdceas de aproximadamente 4 mm de didmetro en el parén
guima renal.

En los fetos abortados suele encontrarse liguide -
serosanguinclento en las cavidades peritoneal, pericérdi-
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ca'y pleural. Una lesidn bastante comiin es la hemorragia

que se localiza dentro de la grasa perirrenal con acumula
cidn subcutdnea e intramuscular de suvero y sangre hemoli-
zada. El corddn umbilical generalmente se encuentra edemg
toso y se secciona cerca de la pared abdominal. Algunos -
fetos abortados- eventualmente quedan autolisados de tal -

manera que no puede demostrarse la existencia de lesiones
o bacterias (19,35).

3.7.~ Lesiones microscdpicas.

pesde el punto de vista histoldgico, en el higado
hay edema difuso hepatocitico inktracelular e intercelular.
1a tumefaccifn celular origina desorganizacidn aparente -
de la arguitectura lobulillar. En las &reas portales del
higado generalmente se encuentra infiltracidn de linfoci-
tos e histiocitos, y en los glébulos hepiticos se presen-
ta una necrosis hepatocitica centrilobulillar e infiltra-~
¢idn mononuclear leucocitaria. Em algunos casos se obser-
va hemosiderosis del bazo (23).

Las alteraciones microscbpicas en el rifidn estén
por 1o general confinadas a los tébulos, aunque los ovi~
llos glomerulares pueden estar congestionados. Las célu--
las epiteliales y los tubos afectados tienen citoplasma -~
granular, fragmentacién del citoplasma y desprendimiento
de las c8lulas junto con la membrana basal. Durante la --
etapa aguda de la enfermedad las leptospiras se pueden ob

" servar en cortes impregnados con plats, localizadas en el
epitelio tubular afectado. Los 18bulos renales revelan ig
filtracidn mononucleax focal ampliamente distribuida, en-
contrindose principalmente c&lulas plasmiticas y linfoci~
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tos, perc pueden existir histiocitos, neutrdfilos, eosing
filos y en algunos casos hay células gigantes sincitiales
del tipe Langhans. Estas dreas de infiltracidn celular --
prominentes por debajo de la cdpsula renal son los focos
blanco grisaceos observados a simple vista. Las células -
epiteliales de los tiibulos e histiocitos normalmente se -
encuentran en localizaciones perivasculares conteniendo -
hierro, el cuwal se interpreta como hemosiderina, su pre--
sencia es consistente con los antecedentes de hemblisis -
intravascular y hemorragias intratebulares. La fibrosis -
no suele encontrarse frecuentemente.

En algunos fetos abortadeos se ha observado nefri--
tis intersticial de mediana severidad. Esta lesidn tam---
bién puede encontrarse en animales adultos durante la eta
pa tardia del padecimiente (19,23,34).

3.8.~ Diagndstico.

Es sumamente dificil establecer un diagndstico de
leptospirosis si no se cuenta ¢on una historia c¢linica ~-
completa, ademds de que es raro encontrar ena un solo ani-
mal todos los signos de la enfermedad. Cuando la enferme-
dad afecta a varios animales de un rebafio el diagndstico
es menos dificil. Casi siempre un diagndstico clipico de-
be acompafiarse con estudios de laboratorio que permitan -~
el aislamiento o la seroidentificacidén del agente.

Diversos procedimientos microscdpicos, de cultivo,
seroldgicos e inoculacidén en modelos experimentales pue--
den emplearse para el diagndstico de laboratorio de lep~-

tospirosis. La seleccidn y el uso de una prueba apraopiada
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dependen del conocimiento de la infeccidn.

Las leptospiras se pueden aislar durante la etapa
aguda de la enfermedad por cultive de sangre en medios --
como el de Fletcher o el de Stuart, que contengan suero -
de conejo al 10%, y el medio EMJH, gue contiene albimina
y dcidos grasos como suplemento para su enrriquecimiento
en lugar de suero. La sangre no requiere anticoagulante.
El liquido cefalorraquideo, también puede cultivarse du--
rante la etapa aguda del padecimiento. Después de la pri-
mera semana de enfermedad la recuperacidn de leptospiras
por cultivo de la orina es posible. Las muestras de orina
y liquido cefalorraquidec deben cultivarse rapidamente o
rafrigerarse por periodos no mayores de 5 dias. Si se ---
practica una necropsia se debe hacer cultivo de rifdn. --
Los cultivos se incuban a 30°C. o a temperatura ambiente
en la obscuridad, y se descartan si son negativos después

de seis semanas de incubacidn.

El examen microscdpico en campo obscuro también --
puede revelar la presencia de leptospiras. Las muestras -
que se examinan son generalmente orina y sangre. Aunque -
el método puede ser valioso para establecer un diagndsti-
co rapido, no se recomienda como procedimiento de diagnés
tico rutinario porque artificios como detritos celulares
y_fibrillas se confunden a menudo con espiroguetas. Las -
técnicas de coloracidn de anticuerpos fluorescentes y de
precipitacidon de plata, asi como la tincidn de Giemsa e =
impregnacidn argéntica, se han usado para demostrar orga-
nismos en tejidos post mortem, y son particularmente {ti-
les si las pruebas seroldgicas y de cultivo no son posi--
bles. Las muestras para histopatologia, deben colocarse -
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en recipientes gque contengan formol tamponade al 10%, en
porcidn de 1 vol. de tejido en 10 vol. de formol (6).

La inoculacifn en modelos experimentales con mate-
rial contaminado, tiene como finalidad la recuperacidn de
leptospiras de la sangre u otros materiales que puedan ob
tenerse asépticamente para cultivo directo. Los himster -
destetados y los cobayos jévenes se prefieren comiinmente
por su mayor susceptibilidad a la infeccidn por gran va--
riedad de serotipos. El material se inocula intraperito--
nealmente. La sangre cardiaca para cultivo se toma el ---
cuarto y sexto dia despuds de la inoculaciédn, o cuando --
aparecen los primeros signos de la enfermedad (26).

Las pruebas seroldgicas que se han empleado para -
el diagndstico de leptospirosis son numerosas. Entre las
mis importantes se incluyen: aglutinacidn en placa, aglu-
tinacién microscdpica, fijacién de complemento y prueba -
de anticuerpos fluorescentes. La aglutinacidn microscopi-
ca es considerada como prueba estfndar y es la gque m3s se
ha usado. Es muy sensible para el diagnéstico de infeccio
nes recientes y pasadas. El nimero de serotipos de prueba
puede ser desde unos pocos a 15 o.-mas, seqln el nimero de
serotipos y su existencia relativa en regiones geografi--
cas especificas. Cultivos jovenes de leptospiras en me--~-
dios liguidos se usan como antigeno. Pueden usarse vivos
o tratarse con formol (43). Los sueros de prueba se dilu-
yen seriadamente de dos a cuatro veces con Solucidn fisio
logica para dar diluciones séricas de 1:50 hasta 1:3200.
Cantidades de dos décimas de mililitro de suero de cada -
dilucidn se distribuyen en una serie de tuboe de aglutina
cion afiadiendo igual volumen de antigeno. Las mezclas de
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reaccidn se agitan, se incuban‘a temperatura ambiente du--
rante dos o tres horas, se agitan nuevamente y se examinan
buscando aglutinacidn en microscopio de campo obscureo, =--
Los titulos de 1:100 & mas se consideran positivos aunque
varfian para cada laboratorio (45).

E8 necesario tener en cuenta que las reacciones ===
cruzadas se producen no solo entre diferentes serovarieda-
des del mismo serogrupo, sino que al principio de la in---
feccidn (2-3 semanas) también ocurren entre serovariedades
de diferentes serogrupos, y puede predominar el titulo de
una serovariedad heterdloga. Con el transcurso del tiempo
Se hace mis alta la reaccién a la serovariedad homdloga.

~ Lo largo y complicado de la prueba de aglutinacidn
microscépica limita su utilidad para laboratorios peque---
fios. Para evitar esta desventaja se han preparado pruebas
de aglutinacidn macroscdpica en liminas portacbjetos que -
incorporan antigenos individuales o combinados para for---
mar una agrupacidn. La desveptaja de estad prueba es la de
ser menos precisa. '

A pesar de la gran confiabilidad de la prueba de --
aglutinacidn microscopica existen diversas situaciones --
que dificultan la correcta interpretacidn del serodiagnds-
tico, surgiendo problemas para considerar positivo o nega-
tivo el caso que se analiza. Entre los diversos factores
.que deben tenerse presentes para interpretar con precisidn
los resultados seroldgicos obtenidos, cabe mencionar el -~
monmento de la obtencién de la muestra, la prolongada per-
sistencia de 1los anticuerpos originados por infeccion, -
el elevado porcentaje de animales positivos aparentemente
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sanos, la presencia de anticuerpos generados por vacuna--
cién y el fendmeno de coaglutinacion o aglutinacibm de --
grupo que es causada por varias serovariedades (40,46).

Con el objeto de simplificar este complejo proble-
ma se sostiene que los titulos altos corresponden a cua--
dros recientes o actuales y gue los titulos bajos son con
secuencia de infecciones antiguas superadas, a pesar de -
gue también podrian deberse al inicio de la respuesta in-
munoldégica en una infeccidn presente, en la cual los anti
cuerpos de reciente formacidn aiin no han tenido tiempo de
alcanzar un nivel alto, o por {iltimo gque el animal haya -
sido sometido a terapia con antibidticos. En general, es-
te criterio se considera acertado, pero debe recordarse -
que la respuesta seroldgica depende no sdlo de la cepa, -
sino también del huesped, de la serovariedad y del cuadro
clinico.

El diagndstico seroldgico de aborto bovino realiza
do con suerc de la madre presenta, en la mayoria de los -
casos, altos titules, norma que varia segiin la etiologia.
Si la causa es L. pomona, el examen realizado al tiempo -
del aborto detecta una tasa alta de anticuerpos, la que -
generalmente no es inferior a 1:3000 (9), aungue no deben
despreciarse los titulos a partir de 1:800, los gue por -
ser bajos requieren ser comparados con los resultados de
los otros animales del hato, para interpretarlos correcta
mente. En cambio, si la etiologia es L. hardjo el titulo
fluctia frecuentemente entre 1:100 y 1:1000 pudiendo pre-
sentarse titulos altos y tambi&n negativos en algunas --—-
oportunidades (9,11). Esto se deberia a que el aborto por
L. pomona ocurre a las 2-3 semanas de la infeccidn, en --
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cambio con L. hardjo sucede entre las 6 y 12 semanas. La
tasa de anticuerpos mds alta se presenta por lo general -
2 a 3 semanas después de la infeccibn, declinando gradual
mente en &l tiempo, motivo por el cual la tasa de agluti-
ninas para L. hardjo es baja.

Teniendo en cuenta estas observaciones, se puede =
inferir que una hembra que aborte por leptospirosis no re
quiere, salvo excepciones de un segundo examen seroldégi--
co.

La interpretacidn de la prueba se complica cuando
las muestras proceden de animales vacunados. En este caso
deben tenerse presentes dos antecedentes, uno se refiere
a las serovariedades que se han utilizado para vacunar, y
el otro a la fecha de vacunacidn. En esta forma se anali-
zan las relaciones que puedan existir entre las serovarie
dades utilizadas en el diagndstico seroldgice y las de la
vacuna, como también la tasa de aglutininas en conformi--
dad al tiempo transcurrido. Asi se puede concluir si los
anticuerpos producidos son consecuencia de una infeccidn
o vacunacifn, no solo por la correspondencia gque pudiese
existir con las serovariedades de la vacuna, sino también
porque las aglutininas post-vacunales no scbrepasan, gene
ralmente, titulos de 1:400 en los dos primeros meses de -
vacunados, declinando rapidamente para ya el cuarto mes -
no ser detectebles a titulos significativos (39,46). Con

‘el fin de evitar confusiones, se sugiere que los titulos
mayores de 1:400 se consideran originados por la infec---
" cidn, o bien sospechosos si la prueba se realiza poco desg
pués de la vacunacién, pues los anticuerpos detectados po
drian no deberse a la‘'vacuna. A su vez, en animales no va
‘cunados los titulos de 1:100 - 1:200 indican una posibie
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leptospirosis, requiriéndose una segunda muestra para su
confirmacidn.

La prueba de aglutinacidon microscédpica es especifi
ca y confirmativa, sin embargo especialmente en los prime
ros estadios de la infeccidn el suero del enfermo puede -
exhibir muchas reacciones cruzadas con varios serogrupos
de leptospiras, al extremo de que la reaccién es mas alta
con una serovariedad heterdloga que con la causante de la
infeccién. Este fendmeno paraddjico desaparece a medida -
gue la enfermedad progresa, emergiendo el verdadero agen-
te etioldgico a titule mids alteo, confusidn que se puede -
aclarar mediante exdmenes seriados,necesitandose a veces:
mas de dos pruebas separadas, cade vez, por unos 15 dias.

Si se desea precisar el serotipo en el caso de -~=-
reacciones miiltiples se considera presuntivamente positi-
va aquella serovariedad que presenta un titulo cuatro ve-
ces superior al resto, interpretacién que debe confirmar-
se mediante un segundo examen., En consecuencia se infiere
que los exadmenes seroldgicos repetidos no siempre son de
utilidad. Se concluye, entonces que los procedimientos re
petidos tienen utilidad para establecer las posibles va--
riaciones del titulc en infecciones presentes o pasadas y

para aclarar reacciones cruzadas o miltiples (46).

Entre las pruebas mis recientes, son de interes la
de inmunofluorescencia indirecta y ELISA (inmunoensayo-en
zimdtico) la cual tiene la ventaja de ser mas sensible =~
que la prueba de aglutinacidn microscdpica para la detec-
cidn de anticuerpos. Con la prueba de ELISA e inmunofluo-
rescencia indirecta se pueden determinar las clases de in
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muneglobulinas (IgM o IgG), involucradas en la respuesta
inmunolégicaf usando los reactives correspondientes. Las
IgM aparecen después de la primera semana de enfermedad,
pero su concentracidn disﬁinuye rapidamente en varias se-
manas hasta alcanzar niveles bajos, de tal manera que pug
den resultar una medicién inadecuada del estadc inmunold-
gico del animal o dar titulaciones dificiles de interpre-
tar. Las clases IgG, gque son los anticuerpos protectores,
se desarrollan con mayor lentitud.:que las IgM y estdn pre

sentes mas tiempo (1,8).

El diagnéstico diferencial en las formas agudas y
subagudas de leptospirosis debe hacerse con: piroplasmo--
sis, anaplasmosis, hemoglobinuria bacilar y con hemoglobi
nuria posterior al parto. En la forma crénica en la cual
el aborto es a veces el inico signo hay que diferenciarla
de brucelosis, trichomoniasis, listeriosis y de rinotra--
queitis viral infecciosa (4,21).

3.9.- Tratamiento

Hay numerosas controversias respecto a la efectivi
dad de los antibibticos en el tratamiento y control de 1la
leptospirosis. La terapia con antibidticos a menudo tiene
éxito si se administran tan pronto como aparecan los pri-
meros sintomas. Cuando el tratamiento se aplica en casos
avanzados lo Gnico que se logra es evitar infecciones se-
cundarias,

La estreptomicina o dihidroestreptomicina a dosis
de 12 mg/Kg de peso vivo (P.V.), via intramuscular (I.M.)

es eficaz para el tratamiento de la infeccidn generaliza-
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da, y a dosis de 25 mg/Kg de P.V. via I.M. es efectiva --
contra la leptospiruria en los bovinos.

La oxitetraciclina y las penicilinas también pue--
den usarse, la oxitetraciclina a razdnm de 11.mg/Kg de P.V.
via I.M. durante tres dias y la penicilina a una dosis de
11 000 a 22 000 unidades/Kg de P.V. via I.M. por 6 dias -
o mas.

3.10.~ Prevencidn y control

Es evidente que la prevencidén absoluta o la erradi
cacién total de leptospirosis, es bisicamente imposible.-
Actualmente se sabe que la vacunacidn en gran escala de -
los animales, es efectiva para prevenir la enfermedad cli
nica de éstos. En un brote de enfermedad en bovinos, el -
tratamiento simultdneo de todos los animales con estrepto
micina o dihidroestreptomicina, en dosis de 25 mg/Kg de -~
P.V. via I.M, y vacuna con serotipo causante ha dado buen
resultado para prevenir nuevos casos, y especialmente el
aborto cuando estin implicadas bastantes hembras prefiadas.
El medicamento destruye las leptospiras en los rifiones y
otros tejidos de los animales expuestos e infectados, y -
proporciona una medida de proteccidén hasta que se induce
una innumidad activa por vacunacidén. Sin embargo, es nece
sario que las bacterinas sean preparadas con cepas viru--~
lentas y que confieran proteccidon contra la infeccidn cli
nica con serotipos homdlogos y heterdlogos. Es muy reco--
mendable que los inmundgenos se preparen con cepas patdge
nas aisladas en la regidn en donde se encuentren los bovi
fnos gué seran vacunados. Por lo que resulta esencial iden
tificar el serotipo o serotipos causantes de la enferme--
dad y emplear vacunas especificas pero controlar la propa
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gaci6n de la enfermedad y también para proteger a los ani
males gque lleguen a un rebafio infectado.

La revacunacidn se recomienda a intervalos no mayo
res de un afio, y si se comprueba gue existe 2; hardjo en
gran proporcidén se recomienda la vacunacién dos veces al-
afio. E1 programa de vacunacién en becerros debe practicar
8e a 108 4 6 6 meses de edad y sequir con una revacuna---
cidn anuai. Las hembras gestantes que son vacunadas en —--
las Gltimas etapas del periodo, confieren inmunidad efi--
caz a las crias (4,13). .

Las bacterinas estimulan la produccidén de un titu-
lo de anticuerpos bajo a la prueba de aglutinacidn micros
cdpica que aparecen al principio y declinan después de --
varias semanas, confiriendo inmunidad contra la infeccidn
renal durante 12 meses,

Los toros en los cuales se sabe que estdn infecta-
dos por leptospirosis no deberan ser usados para el apa~-
reamiento patural, hasta que se demuestre que no existen
leptospiras en la orina o en el semen. En la preparacién
del semen para ser usado en programas de inseminacidn ar-
tificial, las concentraciones estandar de penicilina y ~-
estreptomicina usadas como diluente, probablemente destru
yan al microorganismo, mas sin embargo se sabe que algu=--
.nas leptospiras pueden sobrevivir en semen congelado has-
ta por lo menos 3 aiflos (16).

Para establecer las medidas de control en un hato
infectado, éstas deberan ser dirigidas a la eliminacion -
de fuentes de infeccidn, implementar medidas higiénicas -
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adecuadas y realizar la vacunacién para conferir inmuni--
dad. Las medidas especificas que deben emplearse son:

a}

b

c

d

e)

£)

g)

h)

i)

vacunar a todos los animales que sean seroldgicamente
positivos al sercotipo causante de la enfermedad.

Realizar revacunaciones cada 6 a 12 meses.

No mezclar cerdos con bovinos.

Esterilizar la leche de las vacas infectadas o dese~—-
charla correctamente para evitar la contaminacidén del

medio y propagacidn del microorganismo.

Evitar hasta donde sea posible el contacto del animal
con el medio infectado. ’

Enterrar o incinerar los animales muertos a consecuen-
cia de la infeccidn, asi como las placentas y fetos --

abortados.

Establecer un programa intensivo para el control de --
roedores.

Colocar cercas en los abrevaderos y pozas para reducir
la contaminacidn.

Evitar la entrada al hato de los animales de reempla-
zo hasta por lo menos después de 3 meses de que se pre

sento el dltimo caso (1,12,19).

-En estetrabajo se llevd a cabo un muestreo serold
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gico de leptospirosis en bovinos cebi .de dos municipios
del estado de Chiapas. ’ -

Los municipios examinados fueron Cintalapa, Chis.,
y Pichucalco, Chis., de los cuales a continuacidn se hace
una breve descripcidn.

El municipio de Cintalapa se encuentra a una alti-
tud sobre el nivel del mar de 564 m. E1 clima de la re---—
gién es tropical 1lluvioso, de sabana, caliente subhimedo
con lluvias en verano. La temperatura media anual es de -~
24.2%. su vegetacidn esta formada en su mayor parte por
drboles bajos de troncos retorcidos y de amplia copa en -
asociacidn abierta con gramineas. Tambié&n suelen encon---
trarse varias especies de palmas y popales o vegetacidn -
de los pantanos que son asociaciones de plantas herbiceas,
altas y de grandes hojas.

Los suelos son preofundos con frecuencia llanos y -
mal drenados, que se encharcan o se anegan con facilidad
debido a la dificultad del descenso del agua por filtra-
cidn. La fauna silvestre es muy rica y variada donde abun
dan monos, tapires, jaguares, mitzelis, ardillas, etc.

Pichaculco se localiza a uwna altitud de 107 m so--
bre el nivel del mar. Su clima es tropical lluvioso, de -
selva, caliente himedo con lluvias todo el afio. La tempe-
ratura media anual es de 26.4%C. 1La vegetacidn es de sel

‘va alta, densa, con arboles de altura superior a 30 m que
permanecen verdes todo el afio sobre todo en suelos profun
dos bien drenados, también existen acaguales altos que es
vegetacidn secundaria en lugares en donde ha sido talada
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la selva, en suelos profundos algo inundable per ias llu-
vias existen palmares altos, popales en suelos inundables
durante todo el afio. La fauna silvestre es la caracteris-
tica de las regliones tropicales (5).

En estas dos regiones las condiciones ecoldgicas -
son propicias para la sobrevivencia de las leptospiras, -
ya que como se sabe existen épocas del afio de intensas --
lluvias y elevados niveles de humedad y temperatura. Fren
te a estas consideraciones y teniendo en cuenta que la ~-
leptospirosis constituye una de las enfermedades que pro-
vocan la interrypcidn de la gestacidon en hovinos, con ---
abortos, preferentemente en el {ltimo tercioc del ciclo --
intrauterino {(10,13), se realiz$ este trabajo para apor--
tar nuevos datos sobre la prevalencia de la enfermedad y
conocer las serovariedades infectentes mas frecuentemente
involucradas en estas regiones.
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II.- OBJETIVOS

1.-Determinar la presencia de anticuerpos agluti--~
nantes contra diferentes serovariedades de ---
Leptospira mediante la prueba de aglutinacidn -
microscopica en ganado cebii de los municipios -

" de Cintalapa y Pichucalco, Chiapas.

2,.,- Analizar en forma porcentual los resultados =--
obtenidos, y conocer de acuerdo a los mismos --
las serovariedades de Leptospira con mayor. pre-
valencia en el ganado bovino de los dos munici-
pios del ‘estado de Chiapas.
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III.- MATERIAL Y METODO

1,- Material

1.1.- Se trabajaron 99 muestras de suero sanguineo de bo--.
vino de dos regiones del estado de Chiapas, de la cuales -
30 se obtuvieron del rancho de San Isidro La Gringa Mpio.

de Cintalapa {Regidén A) y 69 del Mpio. de Pichucalco (Re--
gion B).

1,2,- Lag serovariedades de Leptospira utilizadas como ---
antigenos en la prueba de aglutinacidn microscopica fue---
ron las siguientes:

Serovariedades utilizadas en la regidn A.
Cepa Cepa

2l

L. bataviae. Van Tienen L. pyrogenes. Salinem.
L. canicola. Hond Ultrecht IV, L. hardjo. Hardjoprajitno
L. pomona. Pomona. L. autumnalis. Akiyami A.
L. icterohaemorrhagiae. RGA. L. australis. Ballico.
L. wolffi. 3507. L. hebdomadis. Hebdomadis
L. tarassovi Mitis Johnson. L. gryppotiphcsa. Moskva V

Serovariedades utilizadas en la regidn B.

Cepa Cepa
L. bataviae. Van Tienen L. hardjo. Hardjoprajitno
L, canicola, Hond Ultrecht IV, L, akiyami. Akiyami.
L. pomona. Pcmona. L. ballico. Ballico.
L. icterchaemorrhagiae. RGA. L. ballum. Castelloni.
L, wolffi. 3507. L. szuajizak. Worsfold.
L. tarassovi M tis Johnson.

e

L. pyrogenes, Salinem.



32

1.3.- Agujas hipodérmicas del No. 16 por 1.5 pulgadas de
largo.

1.4.- 99 tubos de ensaye estériles de 10 ml con tapdn ---
de hule.
1.5.- Refrigerantes.

1.6.—- Equipo y material para diagndstico de leptospiro---
sis.

2.- Método

Se tomaron 99 muestras de sangre de bovinos no va-
cunados contra leptospirosis, por puncidn yugular, utili-
zando una aguja y tubo est@riles por animal. Se dejaron -
coagular en planoc inclinado y dichas muestras se enviaron
al departamento de epizootiologia del INIFAP Méx. D.F., -
para su procesamientoc donde se separd el suero del coagu-
lo de cada tubo. Todas las muestras se centrifugaron a --
2500 r.p.-m. durante 5 minutos, posteriormente se transfi-
rio el suero a otros tubos estériles, los cuales se sella
ron para comnservarlos a -zo°c., hasta reunir los 99 sue--
ros para realizar la prueba de aglutinacidn microscépica.

) En el laboratorio las serovariedades de leptospi--
ras uti;izadas como antigenos, fueron cultivados en caldo
-fosfato biotriptasa (Bioxdn de México S.A.) al 0.2%, pH -
7.2, con el 10% de suero de conejo inactivado y estéril e
incubados a 30°c., durante 5 a 7 dias. Posteriormente se
‘procedid a la estandarizacidn del antigeno, mediante la -
observacion en microscopio de campo obscurc para obtener
una concentracidn aprqximada de 200 leptospiras por campo.
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La prueba de aglutinacidn microscdpica es la que-
se uso para determinar la presencia de anticuerpos anti--
leptospira, desarrolldndose de acuerdo al método descrito

por Yanagawa (45).

A partir de cada dilucidn inicial 1:50, se realiza
ron diluciones dobles del suero con solucién amortiguado-
ra de fosfatos o con una solucidn salina fisioldgica (SSF)
estéril. Cantidades iguales de cada dilucién del suero y
del cultivo de leptospiras, fueron colocadas en placas de
aglutinacidén de porcelana de 12 pozos, e incubados a tem-
peratura ambiente durante una hora.

El titulo de -anticuerpos en la reaccidn de agluti-
nacién microscdpica fué@ considerado en la mdxima dilucidn
del suero, capaz de aglutinar el 50% de las leptospiras -
utilizadas como antigeno, lo cual fué observado a través
del microscopio de campo obscuro con el objetivo X160.

El procedimiento mads detallado de la prueba de ==~
aglutinacidn microscopica se describe a continuacidn.

1.~ Se prepara una dilucidn, del suero 1:50 (4.9 ml de SSF
y 0.1 ml de suero),

2.- Se coloca en la placa excavada de porcelana 0.1 ml de
la dilucién 1:50 y 0.1 ml del antigeno. Este procedimien-
to se realiza con cada una de las serovariedades que se -
quieran utilizar.

3.~ Como control se coloca 0.1 ml de SSF y 0.1 ml de anti
geno en otra porcién de la placa excavada o en otra placa.
4.- Se colocan las placas excavadas en cidmara hiimeda y se
incuban a temperatura ambiente durante una hora.
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5.- Se examina al microscopio de campo obscuro una gota -
del control y una gota de la dilucién, con objetivo X160
sin usar cubreobjetos.

6.- Del suero que salga positivo 1:50, se realizan @ilu--
ciones dobles: 1:100, 1:200, 1:400, etc., hasta titulo fi
nal, siguiendo el mismo procedimiento anterior (0.1 ml de
cada dilucidn y 0.1 ml de antigeno}.

7.~ El suero se reconoce como positivo cuando el 50% & --
mds de las leptospiras estdn aglutinadas a partir de la -
dilucidén 1:100 en adelante (Ver fig. No. 2)



Dilucidn 1:50

Mezclar 0.1 ml de la
dilucién + 0.1 ml de
antigeno (Ag)

Control: 0,1 ml de -
SSF + 0.1 ml de Ag

Incubar, Camara hi-
meda a T amb. por -
1 Hora.

Observacién micros--
copio de campo obscu
ro.

Aglutinacidn

35 .

0.1 ml de
‘/ suero proble
ma + 4.9 ml

de SSP

Control

l No I » Suero
: negativo,

Fig., No, 2 Técnica de microaglutinacidn para el Dx.
de Leptospirosis Bovina., (INIFAP, Méx., 1987)
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Aglutinacidn. Si
50% de Leptospi-
ras aglutinadas

v 1:100 1:200 1:400

[Diluciones doblesl m/‘\/—\
2.5 m 2.5 mY % S & m

Mezclar cada una
da las diluciones

s
ml SSF N

con Ag. 0.
0.1 ml de S/dilu- +
cién + 0.1 ml Ag
Control:

0.1 ml SSF +
0.1 ml Ag

Incubar. Cgmara Control
hiimeda a T amb.
por 1 hora..

Observacidén microscopio
- campo obscuro.

Fig. 2 Continuacidn Dx de Leptospirosis.Bovina.
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1V.~ RESULTADOS

La prueba de aglutinacién microscdpica es la gue -
se empleo para la realizacidn de este trahajo, encontrén-
dose en los sueros de los bovinos muestreados titulos de
anticuerpos desde la dilucidén 1:50, considerdndose estas
reacciones como negativas, por lo que se excluyen de los
cuadros y graficas. Se determinaron titulos positivos a -
partir de la dilucidn 1:100 en adelante hasta conocer el
titulo final de dichos sueros.

Se examinaron 99 sueros en total, obteniéndose los
siguientes resultados:

De 30 sueros analizados en la regidn A, 14 resulta
ron positivos a diferentes serovariedades, representando
un 46.67%, 16 sueros reaccionaron negativos con 53.33%, -
de éstos 16 sueros 4 dieron reaccidn leve a la dilucidn -
1:50 pero fueron considerados c¢omo negativos por ser @sta
de escaso valor (Cuadro }! y gréfica 1l}.

las serovariedades que reaccionaron en los sueros
muestreados de la regidn A fueron las siquientes: ~---~-
L. wolffi, 11 (36.66%); L. hardjo, 11 (36.66%); L. pyroge-
nes , 2 (6.66%); L. australis ,1(3.33%); L. hebdomadis,-
1 (3.33%) y L, pomona, 1 (3.33%) {(Cuadro 3 y grafica 2).

Los sueros gque reaccionaren con la serovariedad --
L, wolffi y L. hardjo tuvieron titulos positivos en la di
lucion 1:100, 1:200, 1:400 y 1:800, para la serovariedad
L. pyrogenes 1:100 y 1:200, para L. australis y L. hebdo-

madis 1:100 y para L. pomona 1:200 (Cuadro 3).
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En la regién B se analizardn 69 sueros de los cua-
les 31 reaccionaron positivos a las diferentes serovarie-
dades de Leptospira representando un 44.93%, 38 sueros re
sultaron negativos con 55.07%, de &stos 3B sueros 23 die-
ron reaccidn leve a la dilucidn 1:50 pero de igual forma
como en la regidn A también fueron considerados negativos

(cuadro 4 y grafica 3).

Las serovariedades que reaccionaron en los sueros
muestreados de la regidon B fueron los siguientes: L. -—
hard+do, 26 (37.68%); .L:_ wolffi, 15 (21.73%); L. worsfoldi
9 (13.04%); L. ballum, 4 (5.80%); L. pomona, 3 (4.34%); -
L. szuajizak, 3 (4.34%); L. bataviae, 1 (1.44%); (cCuadro

6 y grafica 4).

Los sueros que reaccionaron con la serovariedad -
L. hardjo tuvieron titulos positives en la dilucién 1:100
1:200 y 1:400, para L. wolffi 1:100 y 1:200, para L. ----
worsfoldi 1:100, 1:200 y 1:400, para L. ballum 1:;100, pa-
ra L, pomona 1:100 y 1:200, para L. szuajizak 1:100 y ---
1:200 y para L. bataviae 1:100 (Cuadro 5). :
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CUADRO 1

Porcentaje de bovinos que resultaron positivos y negati--
vos a la prueba de aglutinacidn microscdpica (AM} con las

diferentes serovariedades de leptospiras, en la regién (A)

Porcentaje (%)

No. de animales

ros obtenidos)

14 46.67
(sueros)positivos .
No. de animales :
. 16 .1 53.33
{sueros )negativos : :
Total de animales T ST
muestreados (sue- - 30: © 100,00

Sueros
examinados

J0:100%

Sueros
positivos

GRAFICA 1

Sueros

negativos

14: 46.67%

16: 53.33%




Resultados de la prueba de AM con las siguientes serovariedades de Leptospira en la
regién (A). (Se incluyen unicamente los sueros y serovariedades positivas)

32.?:L;t:::§in' SEROVARIEDADES
sueros {+)} L. wolffi | L. hardjo | L. pyrogenes | L. australis | L. hebdomadis| L. pomona
1 11400 1:400
2 1:800 1:800
3 1:400 1:100
4 1:800 1:800
5 l:800 1:800
6 1:400 1:200
7. 1:200 1:100
8 1:100
e 1:200 1:100
10 1:100
11 1;100 1;200
12
13
14 1:100 1:400
Total (+)14 11 11
(2)46.67 36.66]  36.66 | . 6.66 Stz T 3iaac 3.33

CUADRO 2

or
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GRAFICA 2

Porcentaje de sueros positivos a las diferentes
gerovariedades de Leptospira, en la regidén [(A)

100,

90 4

80 4

70 4

60 4

50 4

40 L

04

204

104

1}
I { ] J

L. wolffi L. hardjo L.pyrogenes L.australis L.hebdamadis L. pamona

i,

SEROVARIEDADES
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CUADRO 3

Porcentaje de sueros positivos a la prueba de AM con las
diferentes serovariedades de leptospira, en la regibn (A)

Antigeno No. d((e+§ueros Porc‘::r)\taje
por antigeno

L. wolffi 11 36.66

L. hardjo 11 36.66

L. pyrogenes 2 6. 66'

L. australis

L. hebdomadis

L. pomona
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CUADRO 4
Porcentaje de bovinos que resultardn positivos y

negativos a la prueba de AM con las diferentes
serovariedades de Leptospira, en la regidn (B)

Porcentaie (%)

No. de animales
{sueros) positivos 31 : 44.93

No. de animales
{sueros) negativos 38 55.07

Total de animales
muestreados (sue- 69 100.900
ros obtenidos) -

GRAFICA 3

Sueros
examinados
69: 100%
Sueros
negativos
Sueros
positivos

31: 44.93% 38: 55.07%




Resultados de la prueba de AM con las siguientes serovariedades de Leptospira, en la

ragidn (B). (Se incluyen unicamente los sueros y serovariedades positivas)

Identiticacisn
de la muestra
sueros (+)

N Y s W

17
21
22
23
24
26
30
37
39
40
41

SEROVARIEDADES S
L.hardio | L.wol£fi | L.worsfoldi | L.ballum | L.pomona | L.szuajizak | L.bataviae
1:100 1:200 1:100
1:200
1:200 1:200 1:200
1:200
1:200
1:100
1:100
12100 1:100 1:200
1:200 1:100 1:100 1:100
1:200 1:100 1:200
122060
1:200 1:200
1:100
1:200 1:100
1:100
1:200 1:100 1:200
1:100 1:100
1:200 1:100 1:100 1:100

CUADRO 5

44



Jdentificacidn

de la muestra SEROVARIEDADES
sueroa (+} Li.hardjo | L.wolffi | L.worsfoldi | L.ballum | L.pomona | L.szuatizak | L.bataviae
43 - 1:200 1:200
44 1:200 1:100
45 1:200
48 1:200 13400
50 11100
51 12100 1:100 1:100
54 1:200 1:100 1:200
56 12200 1:100
58 1:100 1:100
59 13200
62 1:400
64 1:200 1:200
63 1:100 1:200
Total (+}31{ 26 15 ] 4 3 3 1
(844,93 37.68F 21,73} 13.04 5.80 4,34 4.34 4.34

Continwacién CUARA D RO §

Sk
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GRAFICA 4

Porcentaje de sueros positivos a las diferentes
serovariedades de Leptospira, en la regidn (B).

30

20 ]

10

| 1 | ——

L.hardjo L.wolffi L.worsfoldi L.ballum L.pomona L.szuwarizak L.bataviae

SEROVARIEDADES
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CUADRO 6

Porcentaje de sueros positivos_a la prueba de AM

con las diferentes serovariedades de Leptospira,

en la regidn (B).

Antigeno No. de sueros Porcentaje
(+) ()
por antigeno
L. hardjo 26 37.68
L. wolffi 15 21.73
L. worsfoldi 9 13,04
L. ballum 4 5.80
L. pomona 3 4.34
L. szuajizak 3 4.34
L. bataviae 1 1.44
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V.- DISCUSION

El examen serolégico de aglutinacidn microscépica
es el de mayor uso en el diagndstico de leptospirosis, --
ya gque es muy sensible para detectar infecciones recien--
tes y cronicas, ademds de ser serovariedad especifica, ha
ce que la prueba sea confiable y sequra.

Para la realizacidn de la prueba se utilizaron 12
serovariedades en la regién A, encontrindose anticuerpos
contra Leptospira en los sueros de los bovinos muestrea--
dos para 6 serovariedades, siendo las mas frecuentes: L.
wolffi y L. hardjo, siguiéndoles en orden de importancia:

L. pyrogenes, L. australis, L. hebdomadis y L.pomona -

(Cuadro 2 y 3, grafica 2). Un suero -reacciondé contra la -
serovariedad L. gryppotiphosa en la dilucidn 1:50 pero --
fué considerado como negativo. No se encontrd reaccidn --

contra las serovariedades: L. autumnalis, L. bataviae, --

L. canicola, L. icterohaemorrhagiae y L. tarassovi.

En la regién B se utilizaron 13 serovariedades: de
Leptospira como antigenos encontrindose reaccidn positiva
contra 7 de las mismas, siendo las mis frecuentes: L. --
hardjo y L. wolffi, les siguen en orden de importancia:

L. worsfoldi, L. ballum, L. pomona, L. szuaijizak y L. ba-
taviae (Cuadro b6y 6, grafica 4). En varios sueros se de-

tectaron anticuerpos contra la serovariedad L. tarassovi
~en la dilucidn 1:50, pero ésta fu& considerada como nega-
tiva. No se determinaron anticuerpos antileptospira con--
tra las serovariedades: L. akiyami, L. ballico, L. cani--
cola, L. pyrogenes y L. icterohaemorrhagiae.
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Existe una relacidn en cuanto a las serovariedades
encontradas tanto en la regién A, como en la regién B, ya
gue en las dos zonas se hicieron presentes las serovarie-
dades L, hardijo, L. wolffi y L., pomona, {Cuadro 7)

CUADRO 7

Comparacion de los porcentajes de las 3
serovariedades de Leptospira detectadas en las
dos regiones.,

Serovariedad Regién A Regidn B
L. hardjo 36.66% 37.68%
L. wolffi 36.66% 21.73%
L. pomona 4,34% 3.33%

Se sabe que la distancia entre la regidn A, y la -
regidn B, es de mi3s de 200 Km y debido a la similitud de
las serovariedades encontradas en cada regidn, se demues-
tra que la leptospirosis y en especial estas serovarieda-
des se estan difundiendo entre los bovinos del estado de
Chiapas.

Con respecto al clima de las dos regiones del esta
do de Cﬁiapas, asi como también la presencia de suelos --
mal drenados e inundables y la existencia de lagunas y --
rios, son factores ecoldgicos que tienen influencia para
el desarrollo de las leptospiras y en consecuencia para -
la infeccién del ganado.

En el presente trabajo como lo : muestran los re--

sultados las serovariedades L, hardjo y L. wolffi son las
que mds frecuentemente se encontrardn en los sueros de —-
los bovinos muestreados, y haciendo referencia sobre la -
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leptospirosis causada por L. hardjo, se sabe que es una -
infeccidn distribuida mundialmente en los bovinos, la ---
cual ha sido bién identificada como causante de abortos,
retencidn placentaria, muerte neonatal e infertilidad ---
{13,14,24).

Se han realizado diversos trabajos en la repiiblica --
Mexicana sobre leptospirosis (2,36,47), donde se han de--
terminado anticuerpos contra esta enfermedad. En los tra-
bajos que se mencionan en la bibliografia las serovarieda
des que tienen similitud con las encontradas en las dos -
regiones del estado de Chiapas, son laé siguientes: L. -

hardjo, L. wolffi, L. pyrogenes, L. habdomadis, L. pomo--

na y L. ballum.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el traba-
jo realizado en el estado de Cchiapas se podra observar -
gue varias serovariedades detectadas en el &rea de estu--
dios son semejantes a las detectadas por otros autores en
otras partes de la Repiiblica Mexicana, con lo cual se de-
duce que la leptospirosis bovina es ya un problema que --
poco a poco se estd difundiendo en el territorio nacional.

Resulta esencial identificar las serovariedades —-
causantes de la leptospirosis en una determinada regién -
ya gue en base a esto se deben de emplear bacterinas gue
contengan la serovariedad especifica causante de la enfer
medad y con esto lograr un paso importante en la preven~--~
¢idén y control de la leptospirosis.

En otros paises tambi&n existen numerosos trabajos
sobre leptospirosis gue de acuerdo a los resultados tie--
nen similitud con las serovariedades detectadas en los -=-
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dos municipios del estado de Chiapas.

La prevalencia de L. hardjo asociada co la infec--
ccidn en los bovinos ha sido estudiada por varios métodos.
Kingscote, F.B. (24), confirma la presencia de L. hardjo
en un 58% en bovinos de Canada. La serovariedad fue ais--
lada en usencia y presencia de signos clinicos de la en--
fermedad y de anticuerpos detectables por la prueba de -~
aglutinacién microscdpica. Ellis, W.A, y Col. (15,16), =--
aislaron a la serovariedad L. hardjo del tracto genital -
de ganado no prefiado, deduciendo gue el tracto genital es
un sitio tan importante para la localizacidn de esta sero
variedad como el tracto urinariec, concluyendo gue la ---
transmisidn venérea juega una parte muy importante en la
infeccidn epidemioldgica.

En cuanto a la serovariedad L., wolffi, existen es-
tudios seroldgicos que la indican como prevalente en Ar—-
gentina (8,31). Cabe mencionar gue las condiciones ecold~-
gicas en este pais como precipitaciones gque en exceso oca
cionan inundaciones y deshorde de rios, asi como tempera-
turas por arriba de 31°c, son factores propicios para la
scbrevivencia y multiplicacion de la bacteria establecien
do el peligro potencial de la leptospirosis.

La lucha contra la leptospirosis en animales de --
importancia econdmica es una tarea reciente, en la cual -
ne se tiene toda la experiencia como en otras enfermeda--
des infecciosas en las gue se ha venido trabajando duran-
te afios.

Debido a que sus sintomas son muy parecidos a ---
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otras enfermedades, hay que realizar un diagndstico dife-
rencial de cada una de ellas, para lo cual es necesario -
llevar a cabo un detallado examen clinico y un correcto -
estudio seroldgico para tener la certeza de estar sobre -
un diagndstico real, o mas alin intentar el aislamiento --
del agente etioldgice. Entre las enfermedades con las cua
les hay que diferenciar a la leptospirosis se encuentran:
piroplasmosis, anaplasmosis, hemoglobinuria posterior al
parto, hemoglobinuria bacilar, brucelosis, trichomoniasis,
listeriosis y rinotraqueitis viral infecciosa.
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VI.- CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presen
te trabajo, los porcentajes positivos de las serovarieda-
des de Leptospira encontradas en los sueros de los bovi--
nos muestreados del estado de Chiapas se expresaron por -
medio de cuadros y gréficas, en los cuales las serovarie-
dades de mayor porcentaje, para la region A pertenecieron
a: L, wolffi (33.66%) y L. hardjo (36.66%); siguiéndoles
en orden porcentual, L. pyrogenes (6.66%); L. australis -
(3.33%); L. hebdomadis (3.33%).y L. pomona (3.33%). En --
la regidn B, "'los porcentajes de positividad mayores cor--
rrespondieron a: L., hardjo (37.68%) y L. wolffi (21.73%);
siguiéndoles en orden descendiente; L. ballum (5.80%); --
L. pomona (4.34%); L. szuajizak (4.34%) y L. bataviae --
(1.44%}. :

Como lo demuestran los resultados la leptospirosis
ests presente en el ganado bovino de las dos regiones exa
minadas, siendo un foco latente en lo gue las leptospiras
no hacen manifestaciones clinicas especificas en los ani-
males afectados y sSlo bajo condiciones especiales se pue
den convertir en focos manifiestos.

Una vez ya 'que ge-han determinado las. serovarieda-
des presentes en cada reqion, es de vital importancia es--
tablecer medidas preventivas usando las bacterinas especi
ficas con las serovariedades que estan afectando a los bo
vinos en cada una de las regiones.

Por Gltimo, es de hacer notar que en ninguno de --
los ranchos muestreados para esté estudio se obtuvo infor
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macidn sobre problemas infecciosos ya sea de tipo repro--
ductivo o renal, adem@s en estos lugares nunca se ha uti-
lizado vacunacidn para esta enfermedad.
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