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RESUMEN
ROBLES GARCIA, JOSE JAIME. Se analizan los datos obtenidos de 1983 a
1992, de la prueba de microaglutinacién realizada a 21,922 sueros de la
poblacidén bovina del Centro Agropecuario Industrial de Tizayuca, Hidalgo,
Yy se encuentra una disminucién de la prevalencia seroldgica a Leptospira
interrogans serovar hardjo (LH) de $0.2 % al inicio del estudio a 4.6 %
en el udltimo afio, probablemente como resultado del uso de bacterinas y al
mejoramiento en el manejo de los animalels. Se confirma la efectividad de
la prueba de microaglutinacién en el diagnéstico de leptospirosis, a
pesar de que no es capaz de diferenciar titulos vacunales de titulos por
infeccién. Se establece una seroprevalencia promedio de 29.4 % en los 10

afios del estudio con un rango de 4.6 a 57 %.
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INTRODUCCION
La leptospirosis es una enfermedad infecto-contagiosa gque se
presenta en una gran variedad de especies animales, incluyendo al
17,19,29,32

hombre Est& considerada como una de las zoonosis m&s difundidas

,4,10,13,20,31
en el munde.l-%:1%:1

La primera descripcién de esta enfermedad fue realizada a finales
del siglo pasado por Weil, gquien observé un padecimiento caracterizado
por ictericia. Neo fue sino hasta 1915 cuande el agente etioldgico pudo
sBer aislado por Inada e Ido en Japédn. Después, en 1919, Noguchi logrd los
Primeros aislamientcos en el continente americano en pacientes con
diagndéstico de fiebre amarilla creyendo errdéneamente haber encontrade al
agente etioldgico de esta enfermedad. % 28-29

Es causada por una bacteria c¢lasificada dentro de la Familia
Leptospiraceae, por métodos seroldgicos se reconocen dos especies,
Leptospira interrogans, dque representa a las cepas patédgenas y Leptospira
biflexa cdque incluye a las sapréfitas o de vida libre®®-3%:3  con estudios

bagpados en la homologia de ADN se ha clasificado en £

especies
sapréfitas, L. biflexa, L. meyeri, L. parva y L. wolbachii, y siete
especies patdgenas, L. interrogans, L. borgpetersenii, L. weilii, L.

noguchii, L. santarosai, L. inadai y L. kirschneri.??

La lista de leptospiras patdgenas tiene alrededor de 217 wvariedades
seroldgicas, las cuales constituyen el taxén béasico, a su vez estos
serovares estan clasificados en 23 serogrupos.

Esta clasificacidn estd basada en la serotipificacién, la cual
consiste en la comparacién de los antigenos de superficie de aislamientos
con los de cepas de referencia midiendo las reacciones de las leptospiras
con antisueros especificos de las cepas desconocidas, grupos de

referencia y serovares, en la prueba de aglutinacién mi<:x:n:>s<:o‘p:i.<:a.1':'3"'35

Las leptospiras son organismos extremadamente delgados, va que

miden 0.1 X 6-20 um, estin estrechamente enrolladas y se caracterizan por



su motilidad, uno © ambos extremos tienen forma de gancho, debido a su
dismetro tan pequefio, las leptospiras no pueden observarse en
preparaciones humedas sin tefiir a menos gque se use un microscopio de
campo ©scuro o de contraste de fases, ademés no se tifien fAcilmente con
colorantes de anilina. Para observarse en cortes histolégicos se utilizan
técnicas de impregnacién con sales de plata. Tienen la habilidad de pasar
a través de filtros con poros de 0.22 pm.'7'2%:2¢

Se cree que 1la habilidad de espiroquetas patdgenas tales como
Leptospira interrogans, Borrelia burgdorferi y Treponema pallidum para
penetrar muchos tipos de medio y membranas basales est& directamente
relacionada con la motilidad de estcas bacterias en soluciones

: .36
viscosas. -3

Una vez que las leptospiras entran al organismo, ya sea a través de
las mucosas © soluciones de continuidad, alcanzan el torrente sanguineo y
producen una bacteremia que puede durar desde algunas horas hasta 7 dias.
Durante este periodo las leptospiras invaden los &rganos internos, en los
cuales ocasionan diferentes lesiones dependiendo de la susceptibilidad
del huésped y de la wvirulencia de los organismos”'zc”!z. Con la aparicidén

de 1los anticuerpos las leptospiras son eliminadas de la sangre y los

érganos, con excepcidén del humor acuoso del ojo, los tibulos contorneados

del rifién, el liquido cefalorraquideo ¢ posiblemente de porciones del
tracto genital. Parece ser gue las leptospiras estan protegidas de una
actividaad anticuerpo-complemento en estos sictios anatémicos 933, La

duracidn de esta localizacién ¥y la eliminacidén urinaria dependera de 1la
adaptacidn huésped-serovar. Se sabe que 1la infeccidn por leptospiras
persiste por mas de 142 dias en el ltero de vacas gestantes y por 57 dias
en dteros no gestantes. La localizaciédn en el ildtero gestante puede ser
seguida por una infeccién fetal con los consiguientes desdrdenes
reproductivos como el aborto, los mortinatos © el nacimiento de becerros

débiles.?%-32



a

Para comprender la epidemiclogia de la leptospirosis es conveniente
sefialar la diferencia entre los términos “huésped” y reservorio”. Un
huésped es un animal infectado con un determinado agente. Cuando 1la

relacién huésped par&sito ofrece una salida a este Ultimo el huésped se

convierte en reservorio®. Este tiltimo Presenta las siguiences
caracteristicas: 1) alta susceptibilidad a la infeccién (baja dosis
infectante), 2) excrecidén renal por largos periodos y 3) signos clinicos

n 27
¥y respuesta patoldgica leves.
Los principales reservorios de la mayoria de las leptospiras son

los mamiferos silvestres. Ceneralmente cada serovar es enzodtica en una o

varias especies silvestres, las cuales se convierten en portadores poxr
largos periodos, permitiendo la supervivencia y 1la transmisidn. Como
ejemplosn sSe puede mencionar a 1la rata, que es reservorio de L.

icterohaemorrhagiae, al ratén de L. ballum, al perro de L. canicola, al
bovino de L. hardjo y al cerdo de L. bratislava. La perpetuacidén de 1la
infeccién se logra cuando estos animales eliminan leptospiras en 1la
orina, apareciendo nuevas infecciones en la poblacién“s’Zl

Cuando una serovar de leptospira logra infectar a un animal sin que
exista una buena adaptacién huésped-parasito, acjuel mostrara signos
clinicos severos, inclusoc la muerte. Si el animal resiste a la infeccidn,
la colenizacidén de los rifiones por parte de la leptospira no se lograra y
por lo tanto no podra ser transmitida a otro animal. Es importante
también resaltar como influye el medio ambiente en la epidemiologia de la
leptospirosis, ya que estos organismos no son capaces de reproducirse
fuera del huésped, por lo que la temperatura, la humedad y el pH del
suelo entre otros, son cruciales para su r:xupex-vi.vem:ia.1'2'6

Entre las enfermedades infecciosas gque afectan la reproduccidn en
bovinos, la leptospirosis ocupa un lugar importante, ya gue una vez gue
logra introducirse en una poblacidén susceptible, ocasiona grandes

pérdidas econémicas debido principalmente a 1los abortos, mortinatos,



nacimiento de becerros débiles, repeticiones del estro y disminucién de
la preoduccién de leche.%r12.12.15.19,33

La inmunizacién de animales domésticos para prevenir esta
enfermedad se realizdé por primera vez en el afio de 1926 y consiste
basicamente en la administraciénm de cultivos de leptospira inactivados'®.
Ccon el fin de evaluar la eficacia de las bacterinas en la prevencidn de
la leptospirosis se han realizado numeroscos estudios, la mayoria de los
cuales afirma que estos productos bioldgicos evitan la presentacidén
clinica de la enfermedad y la eliminacidén de leptospiras a través de la

3.,16,1A.21

orina Sin embargo, <on el mejoramiento de las técnicas para la

deteccidn de antigenos de leptospira en orina vy tejidos, estudios
recientes han demostrado que 1los beneficios de estas bacterinas son soleo
parciales Y los animales inmunizados pueden infectarse y eliminar
leptospiras por la orina, aungue en una proporcién menor. Es por esto gque
los resultados de un programa de bacterinizacién en un hato. suelen
observarse después de varios afios de uso continuo de bacterinas
Jepcoupix'ales.7'ﬂ'9

En la seccidén de leptospirosis del Centro Nacional de Servicios de
Diagnéotico en Salud Animal {CNSDSA) se ha realizado 1la prueba de
microaglutinacién para el diagnéstico de esta enfermedad desde el afio
1976. Se reciben muestras procedentes de gran parte del territorio
nacional, ya sea a través de los laboratorios regionales de diagnéstico
veterinario o directamente de las explotaciones pecuarias cercanas al
CHSDSA. Un caso aparte ese el del Complejo Agropecuario Industrial de
Tizayuca S.A. (CAITSA)Y, el cual surgid como consecuencia de la
descentralizacidn de establos lecheros en el D.F.. Cuenta con
aproximadamente 27000 vacas distribuidas en mis de 120 establos y envid
un promedic de 2300 sueros al afio para diagnéstico seroldégico de 1la
leptospirosis de 1983 as 1992. En este centro, se encontraron las

primeras evidencias serolégicas de esta enfermedad desde el afio de 1977.

Un afio después se presentaron los primeros casos clinicos con diagnéstico



de leptospirosis en el centro de recria y abortos en algunos establos. En
la década de los ochentas se intensificaron los muestreos serolédgicos,

encontréndose reactores positivos a la serovar hardjo con la prueba de

microaglutinacidén. Se decidié entonces en el afio de 1982 efectuar la

aplicacién de una bacterina comercial pentavalente con las serovares

hardje, pomona, canicela, grippotyphosa e icterchaemorrhagiae en cuatro

establos con problemas reproductivos.

BEn el afio de 1983 Y 1984 aumentd el nimero de establos

bacterinizados, sin embargo el programa de control de la leptospirosis no

es oficial sino hasta 1985, afio en el que se aplica la bacterina a 1las

vacas de todos los establos., rebacterinizdndo cada 6 meses. Adem&s se

inmunizaba a las becerras de mas de 4 meses de edad, con un refuerzo a

los 15 dias y luego cada 6 meses. Tiempo después se decidid bacterinizar

cada 3 meses, por considerar que la bacterina no tenfa la potencia

suficiente para proteger a los animales.



OBJETIVO
Conocer la seroprevalencia de leptospirosis causada por Leptospira

interrogans serovar hardjo en el CAITSA mediante la determinacién de los
porcentajes de reactores positivos obtenidos por la prueba ' de
microaglutinacién de sueros de bovinos hembras del CAITSA de enero de

1983 a diciembre de 1992,
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MATERIAL Y METODOS

Se analizaron los dates gue obran en los archivos del CNSDSA
correspondientes a los resultados sobre la prueba de microaglutinacidn
para determinar la prevalencia de sueros reactores positives totales por
afio y por todo el periodo 1983-1992 al género Leptospira y a la serovar
hardjo en animales adultos (con uno o més partos), animales del centro de
recria (desarrollo I, desarrollo IT y gestacidn) Yy animales de reemplazo.

La prueba de microaglutinacién utilizada se basé en el método
empleado por Cole, 1973,

Lo sueros problema fueron diluidos 1:25 con solucidén tamponada de
fosfatos, se utilizéd una placa con 96 pozos de fondo plano, se pusieron
50 microlitros de la dilucidén 1:25 de cada sueroc problema en tantos pozos
como serovares fueran a probarse. Posteriormente Be pusieron 50
microlitros de un cultivo de las diferentes sgerovares de leptospiras en
los pozos correspondientes a cada suero.

Como control negative se pusieron en un pozo de la placa 50
microlitosd de solucidén tamponada de fosfatos y 50 microlitros de cultivo
de cada serovar de leptospira. Como control positivo se pusieron en otro
pozo de la placa 50 microlitros de una dilucidén 1:25 de un BSBuero con
titulo conocido 1:100 y 50 microlitros de cultivo de cada serovar de
leptospiras. Se mezcld cada placa sobre la mesa con movimientos
circulares. Se dejaron las placas a temperatura ambiente (21 ) durante 1
hora, 20 minutog.

La lectura gse realizé con un microscopio de campo oscurs, con
aumento de 125 X, calificande las reacciones con 1, 2, 3, 4 & negativo,
es decir, 1 con un 25% de leptospiras aglutinadas, 2 con un 50%, 3 con un
75%, 4 con un 100% ¥y negativo cuando ha habfa leptospiras aglutinadas.

Se realizd la dilucidén final a todos aquellos sueros que
aglutinaron al 50% o mas de leptospiras.

Se pusieron 100 microlitros del suero problema, diluido 1:25, en el

primer pozo de una microplaca. Se pusieron 50 microlitros de solucién



tamponada de fosfatos en el pozo 2 al 8. Con una micropipeta ajustada a
50 microlitcros se hicieron diluciones dobles, transfiriendo 50
microlitros del pozo 2 al 3, de este al 4 y asi sucesivamente hasta el
pozo B8, descaratando de este UGltimo 50 micreolitros. Se agregaron 50
microlitros de cultive de 3l1a serovar en cuestiédn a cada pozo. Se
mezclaron las placas sobre la mesa de trabajo con movimientos circulares.
Se cubrieron las placas y se dejaron a temperatura ambiente 1 hora, 20
minutos. Las diluciones correspondientes tenian un rango de 1:50 hasta
1:6400. La dilucidén final fue aguella en la gue se observd un S0% de

leptospiras aglutinadas.
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RESULTADOS

El Cuadro 1 muestra que se presentd el mayor niimero de focos en el
aflo 1988. Se observéd un promedie de 527 focos peor afio, con un rango de
163 para 1983 a 954 para 1988.

En relacién al nuimero de sueros recibidos, se observd un promedio
de 2192, con un rango de 430 para 1983 a 4833 para 1988 (Cuadro 2}.

El promedio de sueros positivos a LH fue de 630, con un rango de 68
para 19292 a 1733 para 1984 (Cuadro 1).

El porcentaje mas alto de sueros positives al género Leptospira se
observd en el afio de 1985 y el mas bajo se observd en 1992 (Cuadro 1).

El porcentaje de sueros positivoes a LH en las diferentes diluciones
se muestra en el Cuadro 2.

Los Cuadros 3, 4 y 5, muestran el nimero de focos, el nimero y
porcentaje de sueros positivos al género Leptospira, el nimero de sueros
negativos al género Leptospira y el nuimero de sSueros positivoes a LH en
las diferentes etapas del centro de recria.

De igual forma el Cuadro 6 muestra los mismos datos en relacidn a

los animales de reemplazo gque llegan al CAITSA.
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DISCUSION

Por la amplia distribucidn de 1la leptospirosis en el mundo, es
diffcil pensar en su erradicacién. Sin embargo, es posible el control de
esta enfermedad en las poblaciones de animales domésticos disminuyendo la
prevalencia de la infeccidn. Existen estudios que demuestran que esto se
logra con el uso de bacterinas durante varios afios, ya gue estos
productos biolégicos, a pesar de no prevenir completamente la infeccidén y
la posterior leptospiruria, si disminuyen su ocurrencia.

El término de foceo se utiliza para referirse a una o mas muestras
séricas provenientes de un mismo grupo de animales como establo, centro
de recrfa o reemplazos.

La gran varijacién en el numero de focos y de sueros recibidos para
diagnéstico de leptospirosis (Cuadro 1) puede explicarse por el criterio
utilizado para el envio de muestras, el cual estd relacionado con la
eficiencia reproductiva en cada uno de los establos. En ocasiones, a
peticidn del propiectario se realizan muestreos seroldégicos de un
porcentaje de la poblacién, generalmente un 10-20%. Ademéas es una
pracrtica rutinaria enviar al laboratorio 2 & 3 muestras de suero con un
intervalo de 15 dias de vacas que abortan. Por lo que en un afio es
posible haber recibido 2 & mAs muestras de un mismo animal.

En el presente estudio, partiendo de una prevalencia seroldégica a
LH de 50.2 % y después de un aumento hasta 55.4 y S7 % en los afios 1984 y
1985, respectivamente, ocurridé una disminucién paulatina hasta llegar a
un 4.6 % en el 0ltimo afio. Asimismo, los titulos de anticuerpos de los
sueros positivos también disminuyeron, siendo 1:800 el mas alto vy
presentidndose sélo en un animal al final del estudio (Cuadro 2).

LA prueba de microaglutinacién, utilizada en este estudico no es
capaz de diferenciar titulos vacunales de tftulos por infeccidn, vy
solamente el muestreo de sueros pareados nos puede dar un indicio de lo
que sucede en los animales. y al no haberse establecido un programa de

bacterinizacidén en el afio de 1983, podemos afirmar que los titulos
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detectados son resultado de una infeccidén natural. El1 aumento de la
prevalencia que se obsgerva en el afio 1984 y 1988 (Cuadro 1) puede
explicarse por el inicioc del programa de bacterinizacidn.

Como puede observarse, el envio de sueros de los animales de 1la
etapa Desarrolle I, fue muy irregular. El tlnico afio en el gque los datos
pueden ser significativos es el de 1985. Se recibieron B64 sueros, siendo
positivos a LH el 9.3%. Cabe sefialar gue estos animales de esta edad (46
dias a 6 meses) todavia no se les administra la bacterina. El1 posible
origen de los anticuerpos detectados es el calostro ingerido por estos
animales (Cuadro 3).

En cuanto a la etapa de Desarrollo I1 podemos observar que en
algunos afios se recibid una cantidad muy pejuefia de sueros (afios 1983,
1984, 1987, 1989, y 19290) y en otros no se recibidé suero alguno (afios
1986, 1988, 19%1 y 1992), lo que impide evaluar la prevalencia real en
estos afios, al no ser significativa la cantidad de sueros. El afio de 198S
es el tnico en que la cantidad de sueros recibidos permite tener una
idea mas clara de la prevalencia serolégica a LH, siendo esta de 9.3%
(Cuadro 4).

En la etapa de gestacidén nuevamente obhservamos que hay
irregularidad en el numero de muestras recibidas en los diferentes afios
que abarca el estudio, sin embargo, los datos de la mayoria de les afoes
nos indican claramente gue hubo un descenso en la prevalencia (Cuadro S) .

Finalmente podemos ver que en el grupo de animales de Reemplazo,
con excepcidn del afico 1983, la recepcidén de muestras es mas constante,
contrastando esto con la prevalencia, la cual mostrd mucha variacién en

los 10 afios del esgtudio.
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CONCLUSION
La Lepteospira interrogans serovar hardjo es un agente infeccioso
presente en la poblacién bovina del CAITSA, como lo evidencian los
titulos de anticuerpos detectados con la prueba de microaglutinacién.
Después de observar una prevalencia serolédgica a LH cercana al 50%
en los primeros afios del estudio, ocurrié un descenso de la misma hasta

llegar a un 4.6% en el tultimo afio del estudio.
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CUADRO 1,

NUMERO DE FOCOS, NUMERO DE SUEROS RECIBIDOS,
NUMEROQ Y PORCENTAJE DE SUEROS POSITIVOS A
Leptospira hardjo (LH) DURANTE LOS ANOS 1983 A1992.

ANO | N°DE | N°SUEROS [ N° SUEROS [% SUEROS
FOCOS | RECIBIDOS | (+)aLH | (+alH
1983 163 230 26] 502
1984 374 3125 1733] 554
1985 196 702 400 510
1986 486 2637 1098] 410
1987 838 2090 5871 280
1988 954 4833 1662] 343
1989 641 2022 79
1990 856 2823 o[ .
1991 693 1 R
469 480 68

1992

81



- CUADRO 2.

NUMERO DE SUEROS POSITIVOS A Leptospira interrogans SEROVAR hardjo
ENLAS DIFERENTES DILUCIONES DE LA PRUEBA DE MICROAGLUTINACION

ANO 11100 | 1:200 1.400 1800 1:1600V +1:3200" | - 1:6400 . | 1:12800

61

1983 57 39 42 . e | - 12 1
1984 278 157 235 32 317 118 70
1985 168 108 4 31| ik 35 g + 0
1986 429 33 233 ] '32 ' 2
1987 196 157 122 58). -39 0
1988 612 453 372 140 62 0
1989 107 42 23 5 2 < 0
1990 133 63 37 9 6| 0
1991 57 3 " 2 1 0
1992 38 17 12 1 0 =0

EXTA TESIS NO SALY
BIBLIOTECH,

R



CUADRO 3.

NUMERQ DE FOCOS, NUMERO DE SUEROS RECIBIDOS,
NUMERQ Y PORCENTAJE DE SUERQS POSITIVOS A LH EN
LA ETAPA DE DESARROLLO-1 (46 DIAS A 6 MESES).

% SUEROS

ANO N°DE N°DE  [N°SUEROS
FOCOS | SUEROS | (#alH | (HalH

1983 1 3 3 100
1984 6 7 3 42
1985 12 864 81 9.3
1986 0 0 0

1987 2 A 0

1988 0 0 0 0 -
1989 2 17 0 0
1990 AL 7 0 0
1991. = 0] 0l 0 0
1992 -0 0 0 0|

oc



CUADRO 4,

NUMERO DE FOCOS NUMERO DE SUEROS RECIBIDOS

NUMERO Y PORCENTAJE DE SUEROS POSITIVOS ALH
EN LA ETAPA DE DESARROLLO 3 (6 MESES HASTA DIAGNOS

TICO DE GESTACION)

ANO N’DE N“DE N°SUEROS %SUEROS :
+ o |- FOCOS SUEROS (Malh | (Hald:

1983 1 42 7] o168
1984 3 9 3 2333
1985 7 " 3 212
1986 0 0 0 0 -
1987 4 72 1 13
1988 6 52 1 19 N
1989 17 75 3 4f"
1990 29 31§ 1 03
1991 0 0 0 0
1992 0 0 0 0




CUADROS5.

NUMERC DE FOCOS, NUMERO DE SUEROS RECIBIDOS,
NUMERO Y PORCENTAJE DE SUERQS POSITIVOS LHEN

LA ETAPA DE GESTACION (DIAGNOSTICO DE GESTACION HASTA
2 MESES ANTES DEL PARTO)

ANO N°DE N°DE | N° SUEROS| % SUEROS
FOCOS | SUEROS | (#jalH [ {(#)alH

1983 1 1 1 100
1984 7 406 161 39.6
1985 6 9l N 147
1986 5 183 2510 54
1987 [ T | s S|
1988 30w A0 e - L) N
1989 48| e T 3RB  an B) b 18
1990 57 4T L e 0.2
1991 38 | R | (e |
1992 3 BN R || R |




- CUADROG.

NUMERO DE FOCOS, NUMERO DE SUEROS RECIBIDOS,
NUMERO Y PORCENTAJE DE SUEROS POSITIVOS A LH

EN VACAS DE REEMPLAZO .- = |
ANO N°DE N°DE - I N* SUEROS | % SUEROS
FOCOS | SUEROS | (#alH | (+}alH

1983 1 1 1 100
1984 7 406 161 39.6
1985 6 95 n 74.7
1986 51 . 183 10 54
1987 5 9l 0 0
1988 kI Q0] 2 186
1989 48 328) i 1.8
1930 57 COATT| B o) 0.2
1991 38 w334] L0 0
1992 B 0

€T
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