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RESUMEN

La leptospirosis es una enfermedad zoondtica desatendida causada por
Leptospira spp., que afecta el bienestar de animales domésticos y silvestres. En
el ganado vacuno se caracteriza por producir alteraciones reproductivas y
disminucion de la produccion. En hatos de bovinos lecheros del noreste de
México es escaso el conocimiento de esta infeccion-enfermedad. El presente
estudio epidemioldgico se realiz6 durante el afio 2023 para determinar la
frecuencia seroldgica frente a diez serovariedades patdégenas de Leptospira spp.
e identificar potenciales factores de riesgo asociados la seropositividad en 28
hatos bovinos lecheros manejados bajo dos sistemas de produccién en el estado
de Durango, México. Adicionalmente, a partir de orina de dos vacas adultas de
distintos establos, se aislo Leptospira hardjo-bovis en un caso y la deteccién
multiple de L.hardjo-bovis, hardjo-prajitno y wolffi en otro. Mediante
microaglutinacion en campo oscuro, se obtuvo una seroprevalencia general de
31.7% (141/445). Por sistemas, se encontrd significante diferencia (P:<0.0001)
en la frecuencia de seropositividad con 54.1% (85/157) y 19.4% (56/288), para el
sistema semi intensivo e intensivo, respectivamente. Se encontraron anticuerpos
contra todas las serovariedades analizadas, no obstante, la frecuencia fue
diferente para cada serovariedad y por sistema de produccion. Analisis de
regresion logistica univariados y multivariados fueron realizados para detectar los
potenciales factores de riesgo basadas en encuestas aplicadas a los
manejadores de los establos. Los factores de riesgo fueron distintos acorde al
sistema, por un lado la presencia de ratas (OR 3.56) fue el Unico factor detectado
en establos con manejo intensivo mientras que en el sistema semi intensivo
concurrieron multiples factores e incluyeron la presencia de gallinas (OR 6.26),
la practica de monta natural (OR 4.97), el sistema semi intensivo (OR 4.89), la
presencia de perros (4.43), Jabalies (4.30), la coexistencia con animales
domésticos (OR 4.26), gatos (4.06), alta densidad de animales por corral (OR
3.13), no recoger placenta (OR 2.77) y presencia de cerdos (OR 2.05).

Exceptuando el contacto con gallinas, la mayoria de los factores detectados

XVi



coinciden con lo reportado por estudios previos en otras partes del mundo. El
estudio reveld que en establos de bovinos lecheros en zonas aridas o semiaridas
el tipo de manejo influye tanto en la seropositividad como en los factores de riesgo
que determinan la circulacion de Leptospira spp patdgenas. Se infiere que la
fallas en la bioseguridad, condiciones y tipo de manejo, factores micro-
ambientales, asi como el desconocimiento de la infeccién/ enfermedad y falta de
capacitacion concurren para la eventual difusion en y entre los establos lecheros

de la zona noreste de México.
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1. INTRODUCCION

La crianza de ganado bovino con fines de produccion es la segunda actividad
productiva del medio rural (SAGARPA, 2024), seguida de la agricultura. La
ganaderia se clasifica de acuerdo con el fin zootécnico del ganado bovino, este
puede ser produccion de leche o de carne y al tipo de sistema de produccion,
intensivo o semi intensivo. Independientemente del propdsito de la explotacion y
del sistema de produccién implementado, hay factores fundamentales para lograr
una buena produccién, como la salud integral, salud reproductiva y el bienestar
animal. En rumiantes, existen agentes infecciosos asociados con alteraciones
reproductivas, que se denominan abanico de enfermedades abortivas. Estas
enfermedades son causadas por microorganismos como virus y bacterias
(Segura-Correa et al. 2010). Debido a su alta incidencia y potencial zoonatico,
estas afectaciones no solo representan un problema veterinario, sino también un

problema de salud publica.

En el estado de Durango, la ganaderia es la principal actividad productiva seguida
de la agricultura. La crianza de ganado lechero es esencial en la region,
especialmente en la denominada “Comarca Lagunera”, una zona lechera de gran
importancia en el norte de México; ademas de contar con produccion lactea de
pequefios productores distribuidos por todo el estado. En México, la produccién
lechera se lleva a cabo principalmente mediante dos sistemas: intensivo y semi
intensivo, cada uno con sus diferencias en la tecnologia implementada, medidas
de bioseguridad, grado de confinamiento, asi como el uso de pastizales o areas
de pastoreo para alimentar y mantener el ganado. Estos dos sistemas de
produccion se diferencian también en el manejo de los animales, practicas de
vacunacion, bienestar animal, densidad animal o nimero de animales por unidad
de produccion y la produccién de leche a grande o pequefia escala (SENASICA,
2012). El ingreso monetario y el volumen de produccion lactea dependen de una
salud animal reproductiva éptima, por estas razones es importante cuidar las

enfermedades que afecten la produccién y a los animales.



La leptospirosis es una enfermedad zoondtica emergente y endémica en México
la cual es causada por la bacteria de género Leptospira spp. (Adler & de la Pefia-
Moctezuma, 2015). Estas bacterias se encuentran en la mayoria de los
ambientes y se dividen en especies patdgenas y saprofitas (Alonso-Andicoberry
et al., 2001). Las leptospiras patégenas, causantes de la enfermedad, se dividen
en serovariedades que a su vez son capaces de infectar alrededor de 160
especies animales, siendo los roedores los reservorios principales (Adler & de la
Pefla-Moctezuma, 2015; Bautista T. et al., 2019) . A pesar del infectar a diversas
especies animales, tanto domésticas como silvestres, algunas serovariedades
muestran una nidalidad natural hacia ciertas especies animales (serovariedades
especificas de especie) (Adler & de la Pefia-Moctezuma, 2015); dado que el ser
humano es un huésped incidental (individuo que no forma parte del ciclo natural

de la enfermedad), se puede infectar de diversas serovariedades patdgenas.

La leptospirosis bovina causa cuadros de signologia de leves a graves, pudiendo
ocasionar la muerte en algunos individuos (Adugna, 2016). Las manifestaciones
que causa la enfermedad son en su mayoria generales y tienen gran similitud con
enfermedades de mayor importancia econémica en ganado lechero como lo son:
brucelosis, neospora, diarrea viral bovina, clamidiosis, entre otras (Segura-
Correa et al., 2010). Debido a que se encuentra dentro del cuadro de
enfermedades febriles de etiologia desconocida y dentro del abanico de
enfermedades reproductivas en ganado bovino, dentro de las cuales la
leptospirosis es generalmente subdiagnosticada. A pesar de las pérdidas que
causa al productor y las afectaciones a la salud del hato lechero, su prevalencia

en animales es mayormente desconocida.

En humanos, el cuadro de la enfermedad es similar, y es facilmente confundible
con hepatopatias o padecimientos renales, ya que la sintomatologia varia desde
cuadros febriles y mialgias hasta fallas renales, hepaticas e ictericia (Adler & de
la Pefa-Moctezuma, 2015; Bautista T. et al., 2019). La Organizacion
Panamericana de la Salud (PAHO), estima que hay mas de 500,000 casos de

leptospirosis anualmente, a pesar de esta estimacion no se conoce la prevalencia



real de la enfermedad debido al sub-diagndstico o diagndstico erroneo. Por ende,
el diagnadstico, control y manejo de estas enfermedades es de suma importancia

por su potencial zoondético y las afectaciones a la salud humana y animal.

A pesar de ser una enfermedad con incidencia y prevalencia de moderada a alta,
actualmente en México, no existen campafias de salud que prevengan o estudien
la distribucion de la enfermedad. En salud animal existen vacunas para bovino
mono Yy polivalentes que contienen de 5 a 8 serovariedades generales (Zoetis,
2024; Virbac, 2024), independientemente de la region o fin zootécnico del ganado
bovino; en humanos existe un proyecto de norma que sustituyo a la Norma Oficial
Mexicana (PROY-NOM-029-SSA2) cuando esta se cancel6. Por su poco
conocimiento y amplia distribucion, la leptospirosis puede ser un factor de riesgo
dentro del concepto de una sola salud y es materia de Salud Publica y Salud
Publica Veterinaria. Por ende, la finalidad de este estudio es reconocer la
presencia de Leptospira spp., su comportamiento epidemiolégico, distribucion y
los factores de riesgo relacionados a la seropositividad en establos de bovinos
de leche bajo sistema intensivo y semi intensivo en el estado de Durango, México.



2. ANTECEDENTES

2.1SITUACION ACTUAL

En salud publica, la leptospirosis, es conocida por otros nombres como
enfermedad de Weil, enfermedad de los pesqueros, ictericia enzdotica, ictericia
hemorragica o fiebre de los siete dias, entre otras (Adler & de la Pefa-
Moctezuma, 2015; Brightman, 2018). Esta enfermedad esta presente en
cualquier ambiente contaminado con orina infectada, cuando el humano u animal
entran en contacto con estos ambientes, adquieren la infeccion. Es una
enfermedad endémica de areas tropicales y subtropicales y de areas con altos
indices de precipitacion, donde la incidencia anual puede variar desde 10-100 por
cada 100,000 habitantes (INDRE, 2018) En paises donde la leptospirosis es
endémica, aproximadamente el 10% de los ingresos a hospitales se atribuyen a

esta enfermedad (Masmela Castillo & Gutiérrez Nieto, 2022).

En México, el primer reporte sobre leptospirosis se realizé durante un brote de
fiebre amarilla en humanos en el estado de Mérida, Yucatan en 1920 (Masmela
Castillo & Gutierréz Nieto, 2022). Posteriormente en la década de los 90’s, se
condujeron estudios en donadores de sangre por parte del Instituto Nacional de
Diagnostico y Referencia Epidemiolégica (INDRE), donde se encontrd en el 46%
de los pacientes tenian gammaglobulinas en contra de leptospiras patdgenas del
grupo interrogans (Carrada-Bravo, 2005; Torres-Castro et al., 2016). En el afio
2010, la incidencia nacional fue de 0.5-10 casos/10,000 habitantes (Torres-
Castro et al., 2016).

Los reportes o estudios en materia de salud publica son mas actuales en estados
del centro y sur de México; donde prevalecen los climas calidos tropicales con
alto indice de precipitaciones y cuerpos de agua (mar, lagos y rios) (Gutiérrez-
Hernandez et al., 2020). En climas aridos o regiones desérticas el nimero de
casos reportados en humanos es minimo y los que se llegan a reportar son casos

foraneos. De acuerdo con diversos estudios, la infeccion por leptospirosis



representa del 20-40% del sindrome febril de causa desconocida en seres
humanos (OMS, 2021; Sandoval-Carrillo et al., 2021) . En personas con
“ocupaciones riesgosas”’, como lo son los adultos rurales de Meéxico, la
seroepidemiologia de la infeccion por Leptospira es en gran medida desconocida
(Alvarado-Esquivel et al., 2015). En el estado de Durango, considerado una
region arida/semiarida, se condujo un estudio publicado en el 2021 por parte de
(Sandoval-Carrillo et al., 2021), “Infeccién de Leptospira en personas en la ciudad
de Durango, México: un estudio transversal’, donde se demostro el 30% de
seropositividad con anticuerpos IgG y un 33.2% para anticuerpos IgM en 413
personas. Estudios como estos, demuestran la presencia de la infeccion en la
poblacion, especialmente en aquellos que se dedican a la crianza de animales y
a la agricultura, evidenciando la propagacién de la enfermedad por medio de

animales hospederos.

En materia de salud pecuaria los estudios reportados sobre leptospirosis se han
realizado en diversas especies domésticas y silvestres, encontrandose una alta
seroprevalencia a distintas serovariedades (Gonzéles Dardayrol, 2004; Miraglia
et al., 2012; Adler & de la Pefa-Moctezuma, 2015). Estos estudios se han
realizado en bovinos con diferente fin zootécnico como, bovinos productores de
carne, bovinos doble propésito o bien muestras de bovinos obtenidas del
sacrificio en rastros (Salinas-Meléndez et al., 2007; Carvajal-De La Fuente et al.,
2012; Chavez Sanchez, 2019). Especificamente en bovinos productores de
leche, la mayoria de los estudios han sido realizados en estados del sur de
México, como Hidalgo (Romero R et al., 1998), Estado de México (Ojeda-
Carrasco et al., 2016) y Oaxaca (Gutiérrez-Hernandez et al., 2020) donde se
encuentran las principales cuencas lecheras mismas que presentan condiciones
ambientales subtropicales en las cuales la humedad y temperatura podrian
resultar 6ptimas para la presencia, sobrevivencia y circulacion de la Leptospira
spp. (Ellis, 1984). En el Norte de México, las regiones noreste y noroeste, o0 bien
en zonas aridas/semiaridas pais son escasos los estudios realizados en bovinos
productores de leche; por lo cual es dificil encontrar datos acerca de la

epidemiologia e impacto econémico pecuario de la leptospirosis. En el estado de
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Durango y particularmente en la region de la laguna, no existen datos previos de
la presencia y circulacion de esta bacteria en hatos lecheros a pesar de estar
contar con poblacion de bovinos lecheros relativamente muy alta e incluirse en
unas de las cuencas lecheras, conocida como La Comarca Lagunera, de mayor

produccion lechera del Pais.

A pesar de existir manuales en salud publica (OIE, PAHO, InDRE, un proyecto
de Norma Oficial Mexicana [NOM-029-SSA2]), medidas profilacticas, estudios
como los antes mencionados y el listado por parte de la Secretaria de Agricultura
y Desarrollo Rural (SADER) y el gobierno de México donde se enlista a la
leptospirosis como enfermedad de reporte obligatorio en animales; no hay
campafas de vigilancia en animales o en salud publica veterinaria que reporten
el nimero de casos o prevalencia actuales de leptospirosis en bovinos en México.
El saneamiento deficiente y contacto con fuentes de agua contaminadas y
animales infectados, favorecen la transmision de Leptospira (Adugna, 2016)
entre la poblacion general en las comunidades rurales y animales de México. Hoy
en dia, se considera a la leptospirosis como un problema de sanidad publica y
salud pecuaria, esencialmente por las pérdidas que provoca. Estas patologias se
pueden evitar implementando buenas practicas ganaderas en establos lecheros,
dando énfasis en la prevencion mediante la inmunizacion (Masmela Castillo &
Gutierréz Nieto, 2022), las cuales raramente se aplican. En los bovinos
productores de leche el diagnéstico, control y manejo de estas enfermedades es
de suma importancia ya que afecta la produccion, pero por su poco conocimiento
y amplia distribucion, la leptospirosis puede ser un factor de riesgo en la salud
del hato.

Este estudio tiene como finalidad determinar las frecuencia, seroprevalencia y
factores de riesgo que favorezcan la incidencia de Leptospira spp. en hatos de
bovinos productores de leche en el estado de Durango. Estos datos pueden
contribuir a entender el comportamiento epidemioldgico de la enfermedad en
zonas semidesérticas y establecer medidas de bioseguridad y profilaxis en la



zona y hatos de estudio que permitan mejorar la salud y produccién del hato

lechero.

3. LEPTOSPIRA

3.1 HISTORIA

El momento clave del descubrimiento de la leptospirosis fue en 1886, cuando
Adolf Weil, un profesor de Medicina en la Universidad de Heidelberg, Alemania,
describié cuatro casos de un cuadro febril caracterizado por ictericia, anomalias
en el sistema nervioso central, hepatoesplenomegalia y funcionamiento renal
alterado (Adler & de la Pefa-Moctezuma, 2015; Brightman, 2018). La
enfermedad creaba epidemias, especialmente en personas que realizaban
trabajos asociados con agua o manejo de animales; por lo que parecia ser de
naturaleza infecciosa, sin conocerse la causa todavia. Esto cambio en 1907,
cuando cientificos japoneses inocularon a un grupo de cobayos con sangre de
un paciente fallecido por enfermedad de Weil y encontraron en el higado de los
cobayos, organismos en forma de espiroquetas (Adler & de la Pefia-Moctezuma,
2015; Bautista T. et al., 2019). A estos microorganismos se les llamo Spirocheta

interrogans, por la semejanza a un signo de interrogacion (Figura 1).

A partir del descubrimiento del microorganismo causal de la Enfermedad de Weill,
los desarrollos subsecuentes sobre la patogenia y epidemiologia permitieron
descubrir al portador principal de la enfermedad, la rata (Adler & de la Pefa-
Moctezuma, 2015; Brightman, 2018; Organizacion Mundial de la Salud Animal,
2021).



Figura 1. Leptospira spp. observada mediante diferentes técnicas de

microscopia.
Fuente: A: https://bio.libretexts.org/Bookshelves/Microbiology/ , B y C: (Adler & de la Pefia-
Moctezuma, 2010.

3.2 AGENTE ETIOLOGICO Y SUS CARACTERISTICAS

La leptospirosis es una enfermedad de origen bacteriano provocada por
espiroquetas del género Leptospira spp. Son bacterias gram negativas por la
doble pared que presentan y por la estructura de sus lipopolisacaridos (LPS)
(Ellis, 1984; Adler & de la Pefia-Moctezuma, 2015; Torres-Castro et al., 2016).
Su forma es helicoidal y se encuentran enrolladas en direccion a las manecillas
del reloj, tienen unos ganchos en ambos extremos que son caracteristicos de las
leptospiras patdégenas (Torres-Castro et al., 2016; Bautista T. et al., 2019). Estas
bacterias se consideran aerobias estrictas con capacidad de movimiento gracias
a un endoflagelo interno que también contiene el antigeno somatico, responsable
de la inmunidad protectora (Masmela Castillo & Gutierréz Nieto, 2022), al igual
tienen la capacidad de penetrar la barrera de la piel por su tamano, 0.25 ym de
diametro con una longitud aproximada de 6 - 25um. La Leptospira crece a
temperaturas entre 28-30°C en ambientes con pH de 7.2 a 7.6 (casi neutro); estas

caracteristicas las hacen aptas para sobrevivir y desarrollarse en ambientes con


https://bio.libretexts.org/Bookshelves/Microbiology/

alta humedad, pero no en ambientes desérticos o con sequia (Mohammed et al.,
2011).

3.2.1 CLASIFICACION

Las espiroqguetas son un orden de bacterias divididas en dos familias:
Spirochaetaceae y Leptospiraceae; el agente Leptospira spp. pertenece a la
familia Leptospiraceae (Mohammed et al., 2011). Actualmente existen mas de 21
especies de Leptospira y 320 serovariedades agrupadas en 20 serogrupos, los
cuales se agrupan en 3 grupos 1) patdégenas (con potencial zoondtico), 2)
intermediarias y 3) sapréfitas (encontradas naturalmente en el medio ambiente y
no causan enfermedad); siendo Leptospira interrogans la especie patdégena de
mayor importancia en salud publica y pecuaria (Alonso-Andicoberry et al., 2001;
Mohammed et al., 2011). La clasificacion de los serogrupos y serovariedades se
basa en la expresion de los epitopos de sus antigenos lipopolisacaridos (LPS)
encontrados en la superficie de la bacteria y se diferencian por sus determinantes
antigénicas, comportamiento bioquimico, virulencia, velocidad y capacidad de
crecimiento en cultivo, entre otras (Torres-Castro et al., 2016). Entre las mas de
250 serovariedades patdégenas encontradas, existe una clasificacion que
contempla las mas comunes, aquellas demostradas con mayor impacto pecuario,
potencial zoonético y las mas frecuentemente encontradas en los animales

domésticos: Tabla 1.

Existen serovariedades que predominan de acuerdo con la regién y con cada
especie animal, asi como el posible cruce de serotipos entre especies animales
(Masmela Castillo & Gutiérrez Nieto, 2022) y la coinfeccion con mas de una

serovariedad en un animal.



Tabla 1

Reservorios animales domésticos y silvestres de las diferentes
serovariedades de Leptospira®.

Serovariedad de Leptospira Hospederos comunes

Icterohaemorrhagiae, ballum Ratas
ballum Ratones
grippotyphosa, hardjo, pomona Bovinos
pomona, tarassovi, bratislava, canicola, Suinos

pomona, hardjo, grippotyphosa, ballum Ovejas y cabras
canicola, ballum, pomona, Caninos

grippotypholsa, :t_afassovi, paidjan,

(*) Fuente: Mohammed et al., (2011) y Torres-Castro et al., (2016).

3.3 BIOLOGIA DE LAS LEPTOSPIRAS

Como todo organismo, las leptospiras necesitan de ciertas condiciones para
poder desarrollarse y sobrevivir, tanto en la naturaleza como en el laboratorio. En
la naturaleza, estas bacterias sobreviven en suelos con alta humedad como
pantanos, lodo, rios, arroyos y suelos alcalinos (Adugna, 2016). En el huésped
se encuentran en o6rganos colonizados y tejidos, tanto de animales vivos y
muertos y en la leche (Mohammed et al., 2011). El crecimiento y desarrollo de las
leptospiras depende de una confluencia de factores béasicos y fundamentales,
como lo es el pH del suelo, la precipitacion pluvial y las temperaturas adecuadas.
A pesar de estas condiciones, las leptospiras no pueden reproducirse fuera del
huésped. En contraste, las temperaturas elevadas (arriba de 50°C) (Torres-
Castro et al., 2016), periodos de sequia, acidos y desinfectantes basicos como
el hipoclorito de sodio al 1% no permiten la supervivencia de la bacteria y son

susceptible a la mayoria de los antisépticos y antibidticos comunes.

Bajo condiciones de laboratorio, las leptospiras necesitan estar a temperatura de

28-30°C en conjunto de un ambiente controlado con humedad, a un pH de 7.2 a
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8.0 y rico en nutrientes (Organizacion Mundial de la Salud Animal, 2021). Los
medios de cultivo y mantenimiento necesitan estar enriquecidos con vitaminas,
acidos grasos de cadena larga, sales de amonio y suero de conejo al 10% (Adler
& de la Pefa-Moctezuma, 2015; OMSA, 2021). Existen bases para medios de
cultivo de Leptospira comerciales que permiten el mantenimiento y crecimiento
de las bacterias. Estos medios pueden ser solidos, liquidos o semi solidos y se
encuentran enriquecidos con los nutrientes necesarios requeridos por la bacteria.
Los medios mas utilizados son los Ellinghausen, McCullough, Johnson y Harris
(EMJH); estos medios permiten viabilidad a las leptospiras por semanas en el
laboratorio. Mientras que muestras de tierra, estiércol diluido con orina (“slurry”)
o fuentes de agua contaminadas con la bacteria también pueden actuar como
medio de mantenimiento para encontrar leptospiras vivas, siempre y cuando

permanezcan a temperaturas entre 28° - 30°C (Torres-Castro et al., 2016).

3.4 EPIDEMIOLOGIA

La zoonosis de mayor distribucion a nivel mundial es la leptospirosis, afectando
a mas de 160 especies animales; entre ellas aves, reptiles, anfibios e incluso al
ser humano (Adler & de la Pefia-Moctezuma, 2015; Masmela Castillo & Gutiérrez
Nieto, 2022; Torres-Castro et al., 2016). Los animales silvestres y domésticos son
marcados como los reservorios naturales de la bacteria, sin embargo, los
roedores son considerados los reservorios naturales de mayor importancia (Ellis,
1984; Gonzales Dardayrol, 2004; Adler & de la Pefia-Moctezuma, 2015), porque
existe un comensalismo entre los roedores y las espiroquetas. La circulacién de
la serovariedad patdégena de Leptospira en el ambiente se efectia cuando los
roedores transfieren la bacteria via vertical a sus crias, eliminando la necesidad
de involucrar un hospedero accidental (Mohammed et al., 2011; Torres-Castro et
al., 2016). Sin embargo, cualquier animal infectado, persona contagiada o medio
de transmision (agua, tierra o superficie) que contenga la bacteria, actia como
reservorio; o en el caso del hombre como huésped accidental. Dado que las

leptospiras se establecen en los tubulos renales de los portadores y se excretan

11



via orina, el suelo contaminado con la orina puede permanecer infeccioso hasta
por 14 dias (Johnson & Faine, 1984).

3.5 PATOGENESIS

La infeccion en el hombre ocurre cuando de manera incidental entra en contacto
con la bacteria. El medio de transmision mas frecuente es el contacto directo, el
cual reside exponiéndose a la orina, sangre, tejidos u 6rganos de animales
infectados (Adler & de la Pefia-Moctezuma, 2015; Brightman, 2018). Usualmente
la bacteria ingresa por medio de abrasiones en piel, via mucosa o por la falta de
bioseguridad durante el manejo animal o equipo de proteccion de acuerdo con la
actividad a realizar. La orina de animales infectados es el principal medio de
contagio indirecto a través de suelos, agua o vegetacion infectada con esta. Las
manifestaciones clinicas de la enfermedad son diversas, variando de cuadros
asintomaticos a graves, presentandose en ocasiones la forma ictérica o
enfermedad de Weil (Adler & de la Pefia-Moctezuma, 2015; Brightman, 2018;
Bautista T. et al., 2019). El riesgo de infeccion aumenta en aquellos individuos
con “ocupaciones riesgosas”, trabajos de alta exposicion como son los
veterinarios, productores agropecuarios, agricultores, trabajadores en
mataderos/rastros y otros oficios donde existe mayor probabilidad de entrar en
contacto con la bacteria. Adler y De la Pefia-Moctezuma (2015) describen 3
factores clave y su interaccion para la infeccion del ser humano: huésped,
epidemiologia y patdgeno (Figura 2). Debido a que el hombre es “hospedero
accidental”, no existe una especie o serovariedad de Leptospira spp. especifica
para humanos y toda infeccidén se transmite a partir de animales portadores o
superficies contaminadas. (Carrada-Bravo, 2005; Organizacion Mundial de la
Salud, 2008).

La patogénesis animal ocurre cuando el microorganismo penetra los tejidos por
medio de abrasiones cutaneas, por ingestion de agua o alimento contaminado,
por via mucosa o transmision vertical (Ellis, 1984; Mohammed et al., 2011). La

presentacion clinica de la enfermedad tiene un curso bifasico, el periodo agudo
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o leptospirémico puede durar hasta siete dias y comienza de 1 a 2 dias post

infeccion (Adler & de la Pefia-Moctezuma, 2015).

Huésped:
exposician,
bioseguridad, estado
de zalud
Epidemiclogia:
Enfermedad e o8

Patogeno: saneamiento,

virulencia, motilidad,
resistencia del
complemento

nivel econdmicao,
vivienda,
precipitacion

Figura 1 Factores clave concurrentes para la infeccion en humanos.
Fuente: Adler & de la Pefia-Moctezuma (2015).

Durante este tiempo se puede lograr aislar la bacteria a partir de muestras
sanguineas, o6rganos, tejidos o muestras post mortem (INDRE, 2018;
Organizacion Mundial de la Salud Animal, 2021). Las manifestaciones durante el
periodo clinico son variables, pudiendo observarse hemoglobinurias, anemia
hemolitica, ictericia o debilidad al nacimiento (Adler & de la Pefia-Moctezuma
2015; Adugna, 2016), estas manifestaciones se observan principalmente en
animales jovenes. Las septicemias se deben principalmente a serovariedades
generadoras de hemolisinas como son L. pomona e L. icterohaemorrhagiae
(Palaniappan et al., 2005). En animales adultos las manifestaciones son en su
mayoria reproductivas, entre las cuales se incluyen: intervalo inter-parto
prolongado, aumento en el nimero de servicios por concepcion, agalactia,

mastitis y los abortos (Herrera, 2001).
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Concluido el primer ciclo, el curso de la enfermedad continda con la fase de
leptospiruria; caracterizada por ser asintomatica y por la aparicion de anticuerpos
circulantes en sangre. Durante este tiempo, las leptospiras se alojan en los
tubulos renales donde se multiplican para ser diseminadas por la orina al tiempo
gue se alojan en el sistema reproductivo (Mohammed et al., 2011; Adler & de la
Pefla-Moctezuma, 2015). Si no existe algun tratamiento, el animal se torna
portador de la enfermedad, diseminando la bacteria via orina, descargas uterinas
o abortos (Faine & WHO, 1982; Johnson & Faine, 1984; Organizacion Mundial
de la Salud Animal, 2021). El tiempo de diseminacion va de acuerdo con la

especie animal y a la serovariedad infectante de Leptospira.

3.5.1 ABORTOS

Siendo uno de los principales agentes infecciosos transplacentarios (Barraza et
al., 1999), Leptospira spp. puede provocar abortos debido a que las leptospiras
son capaces de persistir en el tracto reproductivo de los hospederos de
mantenimiento. Una vez gestante el animal, la bacteria es capaz de provocar
graves lesiones en el placentoma, alterando la funcién fisiologica de la placenta
(Mcgowan & Kirkland, 1995) y resultando en el aborto. La expulsién del producto
se observa a partir del segundo tercio de la gestacion, cuando el feto es
susceptible a los agentes infecciosos y cuando el sistema inmune del producto
se encuentra en desarrollo (>120-125 dias) (Reggiardo, 2000; Rivera, 2001).
Durante este tiempo de desarrollo, el feto es capaz de responder a la estimulacion
antigénica, activando los procesos inflamatorios y el sistema inmune humoral y
celular (Rivera, 2001). El periodo y el nimero de abortos dependera de factores
como el estado inmunitario de la madre, la virulencia del agente y la carga

bacteriana.

3.6 DIAGNOSTICO

Para confirmar la presencia y evaluar la prevalencia de la enfermedad en la
unidad de produccién, es importante realizar una investigacion epidemiol6gica

exhaustiva y detallada. Esto incluye recabar una historia clinica que contemple
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los hallazgos clinicos observados (Herrera, 2001; Ryan et al., 2012; Selim et al.,
2024), la temporada (s) en las que se presento el brote de enfermedad, el estado
sanitario general del hato, los ingresos de nuevos animales al predio, si existe
contacto con otros animales (fauna silvestre/domestica), la signologia
predominante, las practicas de vacunacion y detalles reproductivos de los
animales, como abortos, retenciones placentarias y nacimientos prematuros
(Alonso-Andicoberry et al.,, 2001; Adler & de la Pefia-Moctezuma, 2015). Es
crucial descartar las enfermedades con cuadros clinicos similares, patologias del
abanico reproductivo, patologias virales y enfermedades hepatorrenales. Una
vez descartadas otras patologias, si existe sospecha de leptospirosis, se

continda con el diagndstico de laboratorio.

Las técnicas de laboratorio para el diagndstico de leptospirosis se dividen en dos
categorias principales: técnicas directas que detectan la presencia de leptospiras,
sus antigenos y/o acidos nucleicos en los tejidos y/o fluidos corporales; y las
técnicas indirectas que se basan en la detecciébn de anticuerpos (Alonso-
Andicoberry et al., 2001; Adler & de la Pefia-Moctezuma, 2015; Barnabé et al.,
2023). Las técnicas directas son utiles para muestras procedentes de fetos,
donde la carga bacteriana suele ser alta, y cuando el diagnostico individual es
crucial. En contraste, las técnicas indirectas se emplean con mayor frecuencia,
especialmente en muestras de animales adultos y en rebafios con un gran
namero de animales (Alonso-Andicoberry et al., 2001). Estas técnicas son mas

sencillas de realizar y tienen un costo menor.
3.6.1 TECNICAS DIRECTAS

Son técnicas basadas en el estudio de acidos nucleicos, las principales son

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y aislamiento en medio de cultivo.
3.6.1.1 PCR
La técnica de PCR amplifica segmentos especificos del DNA de Leptospira para

confirmar la infeccion por medio de la deteccion e identificacion de estos
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segmentos en las muestras (Organizaciéon Mundial de la Salud, 2008). Los genes
mas utilizados en PCR son componentes de la membrana bacteriana como el
lipopolisacéarido (LipL32) y proteinas similares a las inmunoglobulinas (LigA y
LigB); que son factores de virulencia especificos de las leptospiras patdogenas
(Barnabé et al., 2023; Palaniappan et al., 2005).

Una ventaja importante de la PCR es la confirmacion rapida de la enfermedad
durante la fase aguda de la enfermedad (Picardeau, 2013), antes de la aparicion
de anticuerpos a niveles detectables. Sin embargo, existen desventajas
asociadas con el uso del PCR. Estas incluyen la necesidad de contar con equipos
especializados y costosos, asi como personal capacitado para llevar a cabo la
técnica. También se pueden presentar falsos positivos debido a problemas del
mal manejo y contaminacion de las muestras y del area de trabajo. Ademas, la
PCR solo confirma la presencia de la enfermedad, pero no identifica la
serovariedad especifica involucrada (Organizaciéon Mundial de la Salud, 2008).
Debido a estas limitaciones, la PCR no es una prueba ampliamente usada para

el diagnéstico de Leptospira spp.
3.6.1.2 CULTIVO

El cultivo bacteriano consiste en aislar las bacterias a partir de muestras de orina,
en medios de cultivo. Este método no es un diagnéstico rapido debido a que
depende de un proceso de crecimiento de las bacterias, que puede tardar hasta
6 semanas (Alonso-Andicoberry et al., 2001). Para esta técnica, se utilizan
medios de cultivo selectivos que contienen los nutrientes necesarios para el
desarrollo y crecimiento bacteriano de Leptospira. Las muestras se siembran en
estos medios y se observa el crecimiento mediante microscopio de campo

oscuro, por lo menos una vez por semana.

Una ventaja importante del cultivo es la capacidad de tipificar los aislados para
identificar las serovariedades locales circulantes, ademas proporciona
informacion retrospectiva sobre el estado de salud de la unidad de produccion
(Organizacion Mundial de la Salud Animal, 2021). Sin embargo, como

16



inconvenientes se incluyen el largo tiempo necesario para el crecimiento
bacteriano; y aunque el cultivo tiene una especificidad del 100%, su sensibilidad
es bastante baja (Adler & De la Pefia-Moctezuma, 2012), lo que limita su utilidad

como método viable para la deteccion en fase temprana de la infeccion.
3.6.1.3 TIPIFICACION O CARACTERIZACION SEROLOGICA

La caracterizacion serologica de los aislados de Leptospira, se lleva a cabo
mediante la identificaciébn de las serovariedades presentes en la orina. Los
aislados se confrontan con sueros que contienen anticuerpos especificos contra
diversas serovariedades del panel de antigenos (Organizacién Mundial de la

Salud, 2008). El procedimiento se realiza de acuerdo a los lineamientos del MAT.
3.6.2 TECNICAS INDIRECTAS

Son los métodos de diagndstico méas frecuentemente empleados para el
diagnéstico de leptospirosis, siendo la serologia la técnica mas utilizada
(Organizacion Mundial de la Salud, 2008; Romero-Vivas & Falconar, 2016). La
técnica de microaglutinacion en placa (MAT) se basa en la deteccién de
anticuerpos y puede confirmar la infeccion una vez pasado el periodo agudo de
la enfermedad (Organizacién Mundial de la Salud, 2008; Picardeau, 2013). En
conjunto con la serologia, se debe tomar en cuenta la expresiéon clinica de la
enfermedad en los animales y los datos epidemiolégicos del historial clinico
(César, 2019) para dar un resultado concreto y certero sobre la confirmacién de

la enfermedad.
3.6.2.1 TECNICA DE MICROAGLUTINACION EN PLACA (MAT)

Es la prueba de oro de acuerdo con la Oficina Internacional de Epizootias (OIE)
(2013) para el diagnostico de la leptospirosis. EI MAT es fundamentado en la
aglutinacion ocurrida entre la bacteria y los anticuerpos desarrollados durante la
respuesta humoral especifica (IgG e IgM). La aparicion de IgM es mas temprana
debido a que es una de las primeras respondientes ante la infeccién general,

mientras que la 1gG, es especifica contra el microorganismo invasor y
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responsable de la inmunidad, esta se produce después (Ramirez-Garcia et al.,
2019). Las inmunoglobulinas presentes en el suero actian atrayendo a las
leptospiras haciendo que se unan entre ellas, aglutinandose en forma de grumos.
Ambos anticuerpos se consideran marcadores de la enfermedad, sin embargo,
la vacunacion también es capaz de producir estas inmunoglobulinas (Cuba-
Romero et al., 2016); por lo tanto, es importante conocer la historia clinica de los

animales.

El MAT es una prueba estandar pero no estandarizada, ya que es necesario
contar con paneles de Leptospiras vivas correspondientes a las diferentes
serovariedades circulantes localmente (Organizacion Mundial de la Salud, 2008).
Se debe de contar con al menos 9 serovariedades, entre ellas las de mayor
prevalencia y circulacion en la region, de no ser asi, los anticuerpos de las
serovariedades ausentes en el panel no podran ser detectadas, lo que conlleva

a falsos positivos.

La superioridad del MAT en contraste con los otros métodos de diagnostico
incluye su bajo costo, es una prueba de rebafio por lo que se puede realizar
cuando hay una gran cantidad de animales y no es necesario un diagnostico
individual, ademas de tener una especificidad de alrededor del 95% (Niloofa et
al., 2015; Vijayachari et al., 2001). Esta técnica permite identificar las diferentes
serovariedades presentes, incluso endémicas en una region. Sin embargo, es
necesario el uso y mantenimiento de bacterias vivas, lo que conlleva un riesgo
para la salud de quien realiza la prueba. La interpretacién de los resultados
dependera del area bajo estudio (si la enfermedad es endémica o raramente se
presenta o desconoce la situacion epidemioldgica), la historia clinica, el titulo de
anticuerpos, y el criterio de la persona haciendo la lectura. El punto de corte en
un area donde se desconoce la prevalencia de la enfermedad y no existe un
calendario de vacunacion, un titulo bajo (1:100) se considera positivo; sin
embargo, existen trabajos que aceptan titulos a partir de 1:200, 1:400 o 1:800 en
areas endémicas (Organizacion Mundial de la Salud, 2008; Romero-Vivas &
Falconar, 2016).
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3.7 TRATAMIENTO

El tratamiento de eleccion en los animales son los antibiéticos como las
penicilinas y tetraciclinas, la combinacion de ambas o la aplicacion de uno solo
resulta mas eficaz si se administra en la primera fase de la infeccién (Carrada-
Bravo, 2005). Si se trata de una infeccion a nivel de hato o tormenta de abortos,
el tratamiento con antibiéticos puede combinarse con la aplicacion de la vacuna
para contrarrestar las perdidas. La terapia conjunta funciona también en

infecciones cronicas o en caso de una tormenta de abortos

3.8 CONTROL Y PREVENCION

En los sistemas de ganado lechero existen factores que contribuyen a la
diseminaciéon y mantenimiento de la bacteria en los rebafios. Una parte
fundamental de la prevencion es controlar estos factores de riesgo. Las buenas
practicas pecuarias y la implementacion de buenas practicas de higiene en las
unidades de produccion ayudan a evitar el contagio y la diseminacion de la
bacteria en los bovinos (Masmela Castillo & Gutiérrez Nieto, 2022). Otra opcién
viable es la vacunacion, la cual se implementa en aras de controlar la infeccion.
Actualmente, existen vacunas comerciales en combinacién con otros antigenos
o bien bacterinas especificas para Leptospira solamente. Estas bacterinas
pueden ser mono o polivalentes, las cuales cuentan con 1 a 8 antigenos de
Leptospira (Virbac, 2024; Zoetis, 2024), entre estas serovares se encuentran las
mas comunes encontradas en rumiantes como hardjo bovis, hardjoprajitno
bratislava, canicola, pomona, icterhaemorrhagiae, gryppothyphosa, tarassovi y
Wolffi. El nimero de serovares, la duracién de la inmunidad y frecuencia de
revacunacion dependera de las indicaciones del laboratorio productor. El
calendario de vacunacion dependera de la prevalencia de la enfermedad en la
region o en el hato, el tipo de sistema de produccion y del objetivo que se tenga

(prevencién, tratamiento o erradicacion) (César, 2019).
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3.9 FACTORES DE RIESGO

Los factores de riesgo son aquellas caracteristicas detectables en el animal o
unidades de produccion asociadas con la probabilidad de exponer, diseminar 0
mantener un proceso de enfermedad (Favero et al., 2017). Estos factores
dependeran del tipo de explotacion y del manejo sanitario de la unidad de
produccion, asi como del higiene y salud del personal, ya que la leptospirosis es
una enfermedad ocupacional. Dentro de los factores de riesgo encontrados en
rebafios bovinos productores de leche se incluyen: el tamarfio del hato, el sistema
de produccion (intensivo, semi-intensivo), el pastoreo con otro tipo de ganado
como ovejas o cabras, el acceso a fuentes de agua contaminada, las practicas
de reproduccion implementadas (inseminacion artificial o uso de un toro) (Ryan
et al., 2012), las malas practicas de higiene en la unidad de produccién (corrales,
comederos, bebederos), la presencia de fauna silvestre 0 doméstica, la compra
0 ingreso de animales infectados, la elevada densidad animal en corrales, la
infraestructura que facilite la acumulacion de excreta y la ineficiencia en la
practicas de vacunacion y uso de antibioticos) (Zuluaga Ledn, 2009; Favero et
al., 2017).

4. SISTEMAS DE PRODUCCION

Todo sistema de produccion lactea tiene como finalidad el ingreso monetario
derivado de la produccién y venta de leche. Para alcanzar este objetivo, existen
dos tipos de sistemas de produccion implementados en México para ganado
lechero. Estos sistemas dependen del tipo de explotacion (grande/baja escala),
ubicacion (region/zona) y/o de las posibilidades del productor. El ganado bovino
con fines de produccién lactea puede mantenerse bajo sistemas de estabulacion
total (intensivo) o con una combinacién entre pastoreo y estabulacion (semi-
intensivo) (SENASICA, 2011).
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4.1 SISTEMA INTENSIVO

Es también llamado sistema de estabulacion permanente y es caracterizado por
mantener a los bovinos delimitados en corrales toda su vida productiva, donde
dependen totalmente del ser humano para satisfacer sus necesidades basicas
(alimento, agua y refugio); asi como su salud y bienestar (OMSA, 2023). El disefio
de estas unidades de produccion y el tipo de instalacion dependeran del entorno,
las condiciones climaticas, el nivel de bioseguridad y nivel de tecnificacion

implementado en la ordefia y en el manejo de los animales. Este tipo de sistema

es frecuente en cuencas lecheras con produccion a grande escala.

Figura a Figura b

Figura 2 Sistema intensivo a) Bovinos en ordefia automatizada con capacidad de 30 a 40 bovinos por ronda
b) Bovinos bajo estabulacién permanente

4.2 SISTEMA SEMI-INTENSIVO

También llamado sistema mixto, se caracteriza por manejar a los animales entre
tiempos de pradera y confinacién. Los animales no dependen enteramente del

hombre para sus necesidades basicas, pero si para su manejo productivo
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(OMSA, 2023). Estos sistemas son frecuentes cuando la produccion es de tipo

familiar y es a baja escala.

Figura 3 Perspectiva del sistema semi intensivo en los establos lecheros bajo estudio.

A) Bovinos con comedero de madera y en contacto cercano con miembros de la familia.
B) Becerros en corrales en convivio con otras especies animales.

5. BACTERINAS ANTI LEPTOSPIRA

Las bacterinas contra Leptospira son soluciones inactivas que pueden contener
una, cinco u ocho serovariedades. Estas pueden presentarse como bacterinas
gue solo incluyen antigenos de Leptospira, o bien como vacunas recombinantes
gue también incorporan antigenos de enfermedades virales como IBR y DVB,
entre otras. Las vacunas disponibles en el mercado estan formuladas para
prevenir y/o controlar la leptospirosis bovina (Virbac, 2024; Zoetis, 2024), e
incluso para detener la colonizacion de Leptospira en los rifiones y su eliminacién
a través de la orina durante un periodo de hasta 12 meses (Zoetis, 2024). Dado
que las Leptospira son bacterias invasoras sistémicas, la proteccion se logra
principalmente mediante la produccion de anticuerpos inducidos por la
vacunacion, los cuales pueden ser medidos (Clerc et al., 2003). De acuerdo a
estos autores y los laboratorios fabricantes, se encuentran anticuerpos vacunales
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contra las serovariedades incluidas en las bacterinas en los bovinos inmunizados,

con titulos elevados como resultado de la vacunacion (Stringfellow et al., 1983).

Tabla 2 Serovariedades de la bacterina comercial* aplicada en los bovinos de estudio
manejados bajo sistema intensivo.

Concentracion de

Especie Serovar Cepa ] '
antigeno por dosis
canicola C-51 =107
gryppotyphosa MAL 1540 2107
. icterhaemorrghagiae NADL =107
L. interrogans
(11403)
pomona T262 =107
hardjo-prajitno WHO 2107

* Leptoferm-5® , https://www.zoetis.mx/products/bovinos/leptoferm-5.aspx

6. SALUD PUBLICA VETERINARIA

Los Servicios Veterinarios constituyen una parte del enfoque global “Una sola
salud”, que abarca distintas areas relacionadas directa o indirectamente con la
produccién animal y sus derivados productos/subproductos; con el objetivo de
contribuir y mejorar el bienestar fisico, mental y social del ser humano
(Organizacién Mundial de la Sanidad Animal, 2023). La salud publica veterinaria
(SPV) tiene como funcidn y objetivo prevenir, mitigar y controlar los riesgos hacia
la salud publica humana desde su origen o fuente de infeccion. La SPV contribuye
en especial en el area de control de zoonosis, siendo la prevencion y erradicacion

los objetivos principales.
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La leptospirosis es una zoonosis que tiene incidencias desconocidas en animales
como en humanos. Actualmente, existe una mayor concientizacion hacia las
enfermedades zoondticas, sus riesgos y las pérdidas econdmicas que conllevan
en salud animal y en salud publica; a pesar de esto sigue habiendo
desconocimiento de esta enfermedad. Es importante la aplicacion y divulgacion
de la SPV para que existan medidas de bioseguridad y profilaxis adecuadas. El
conocimiento de la leptospirosis, sus causas y signos, ayudaran a conocer la
prevalencia real en el ganado y la region, asi como concientizar a las personas
sobre la prevencion y propagacion de la bacteria. Esto con el fin de preservar la
integridad de las relaciones animal-humano para beneficio de la salud de ambas

partes.
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7. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La situacién epidemioldgica y los factores de riesgo que favorecen la presencia y
circulacion de Leptospira spp en las poblaciones de bovinos productores de leche
bajo diferentes sistemas de produccion en Durango, México, ain no se conocen
completamente. La falta de datos o cifras actualizadas sobre los efectos de estas
bacterias zoonéticas, que tienen graves implicaciones en la produccion lechera,
justifica la realizacion de estudios para determinar la frecuencia, seroprevalencia
y factores de riesgo que influyen en la incidencia de Leptospira spp en sistemas
de produccion intensivos y semi intensivos. La recopilacion de estos datos puede
contribuir significativamente a comprender el comportamiento epidemiolégico y
la distribucion de la enfermedad de acuerdo el manejo y el sistema de produccién
en areas semidesérticas. Sobre estas bases de informacion, se podrian
establecer las medidas de seguridad y profilaxis pertinentes en la region y hatos

de estudio; teniendo como objetivo mejorar la salud y produccion del hato lechero.

El estudio actual se enfocdé en estudiar a bovinos productores de leche
gestionados bajo dos sistemas de produccion, con especial énfasis en la
circulacién y prevalencia de Leptospira en regiones semidridas. Por un lado, se
buscé establecer un precedente sobre la presencia de Leptospira en hatos
lecheros del estado de Durango y, por otro lado, evidenciar los factores de riesgo
y las condiciones que favorecen su circulacion. Este analisis epidemiolégico se
llevo a cabo con el fin de proporcionar una base para la mitigacion y control de

esta enfermedad.
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8. HIPOTESIS

La frecuencia seroldgica y los factores de riesgo asociados a la seropositividad
hacia Leptospira spp son diferentes en unidades de produccion de bovinos

lecheros alojados en el area semidesértica del estado de Durango , México.

9. OBJETIVOS

9.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar los factores de riesgo asociados a la frecuencia serolégica de
leptospirosis en dos sistemas de produccion lechera bovina mediante pruebas
serologicas y epidemiologicas para identificar la presencia de diez

serovariedades de Leptospira spp. en los hatos de estudio y la region.

9.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar la frecuencia serolégica contra Leptospira spp. en bovinos

productores de leche entre los sistemas de produccion

2. Determinar los factores de riesgo asociados a la seroprevalencia de

Leptospira spp.

3. Aislamiento y caracterizacion serologica de Leptospira spp. a partir de

orina de bovinos de leche bajo sistemas intensivos y semi intensivos
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10. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevé a cabo como un estudio prospectivo, transversal y de
oportunidad. La seleccién de los hatos y municipios analizados se realizé en
colaboracion de los propietarios, considerando ademas el tipo de sistema de

produccion predominante en cada municipio.

10.1 LUGAR DE PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Todas las muestras se transportaron en refrigeracion al laboratorio de virologia
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma

de Nuevo Ledn donde se analizaron y procesaron.

10.2 AREA Y TIEMPO DE MUESTREO

El presente estudio se realiz6 en hatos bovinos lecheros manejados bajo
sistemas intensivos y semi intensivos en diferentes municipios del estado de
Durango, ubicado en el Noreste de México. Las coordenadas geogréficas del
estado son al norte 26°50' 42", al sur 22°20’ 42" de latitud norte; al este 102°28'
22", al oeste 107° 12' 37" de longitud oeste (INEGI, 2021). Los municipios
seleccionados para la toma de muestra fueron Gémez Palacio, Nuevo Ideal,
Pefién Blanco, Santiago Papasquiaro y Victoria de Durango (Figura 3), los cuales
se encuentran distribuidos al oeste, centro-sur y este del estado. El muestreo se

llevé a cabo durante los meses de diciembre 2022 a enero 2024.

10.3 TAMANO DE MUESTRA

Debido que no se encontré un padrén ganadero que especifique el numero de
UPP’s (unidades de produccion pecuaria) intensivas y semi intensivas en el
estado, el tamafio minimo de muestra (n) se calculé con la ayuda del programa
computacional WinEpi version 2.0 (de Blas et al., 2006) y mediante la féormula de
estimacion de proporciones (Jaramillo Arango & Martinez Maya, 2010); dando un

tamario minimo de muestra de 384.
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Figura 4 Estado de Durango con los municipios seleccionados para el muestreo
epidemiolégico. Al oeste Santiago Papasquiaro, al Centro Nuevo Ideal, Centro-Sur

Victoria de Durango, al Este Pefion Blanco y al Noreste GOmez Palacio.

Puesto que no hay estudios o reportes previos de leptospirosis en el estado, se
consideraron valores de referencia para prevalencia esperada (0.50), nivel de
confianza (1.96) y error estimado o precision. La férmula para estimar el tamafio

minimo de muestra fue:
n = (z%*p*q) /d?
Donde: z = nivel de confianza 95%

p = prevalencia 50%
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qg=1-p
d = error estimado 5%

Sin embargo, el numero total de muestras fue de 445, las cuales se distribuyen
en 157 muestras semi intensivas y 298 muestras intensivas. El muestreo se
realizé en dos etapas, seleccionandose primero los hatos y posteriormente los
animales aleatoriamente dentro de cada rebafio, considerandose
arbitrariamente, un efecto de disefio de 2 (Segura y Honhold, 2000). De las
reacciones positivas en la prueba de MAT de cada animal y hato se estimé la
seroprevalencia calculada a Leptospirosis de forma general y por serovariedad

mediante el programa estadistico WIinEpi® version 2.0 (de Blas et al., 2006).

Para la estimacion de los factores de riesgo, se recabd la informacién de cada
encuesta aplicada en las unidades de produccion visitadas. La encuesta se
enfocé en el manejo general del hato, sistema de produccion, medidas de
bioseguridad, calendario y practica de vacunacion, problemas reproductivos, asi

como el estado de salud general e individual del hato. (Anexo 1)

10.4 TIPO DE MUESTRAS COLECTADAS

Se recolectaron un total de 445 muestras de sangre por medio de venopuncién
de la vena coccigea de los bovinos examinados, utilizando tubos al vacio sin
EDTA (Vacutainer® Becton Dickinson, USA) (llustracion 4). Cada muestra
obtenida fue registrada con datos del animal, nUmero de identificacién de acuerdo
con el Sistema Nacional de Identificacion Individual de Ganado (SINIIGA),
nombre y ubicacion del predio. Ademas, se tomaron 16 muestras de orina al azar

de algunos animales para su aislamiento y caracterizacion seroldgica.

Las muestras sanguineas se centrifugaron a 3000 rpm/ 5 minutos para la
obtencion del suero. Posteriormente el suero fue transferido a tubos para
microcentrifuga etiguetados con la identificacion de cada animal y se

almacenaron en congelacion a -20°C hasta su uso (llustracion 5).

29



Figura A Figura B

Figura5 Tomade muestras. A) Tomade muestras sanguineas por medio de “vacutainer”
de la vena coccigea. b) Toma de muestra de orina en contenedor estéril por medio de

masaje de estimulacidn en la zona entre la vulva y ubre.

Por otro lado, las muestras de orina fueron sembradas en medio de cultivo
preparado de acuerdo con las especificaciones del fabricante y se incubaron a
29°C en una incubadora E41 Riossa® para su crecimiento. Se empled la prueba
diagndstica MAT tamiz para establecer la frecuencia seroldgica de Leptospira spp
en los bovinos productores de leche. EI MAT detecta anticuerpos especificos
contra serovar/serogrupo en comparacion con las pruebas actualmente
disponibles para Leptospira (OMSA, 2021). Ademas, el MAT se considera el
estudio de referencia para el diagnéstico de Leptospira a nivel de hato(OMS.,
2008, 2021).

Para el cultivo de muestras orina, se utilizé el medio de cultivo EMJH liquido para
el aislamiento de las bacterias. Tanto las pruebas serolégicas como las de orina,
se realizaron de acuerdo al protocolo y lineamientos establecidos por Goris y
Hartskeerl (2014) (y por la OMS (2008).
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Figura A Figura B

Figura 6 Muestras sanguineas. A) Transferencia de suero a tubo de microcentrifuga por
medio de micropipeta. B) Tubos de microcentrifuga rotulados con la misma informacion que

los tubos “vacutainer” conteniendo el suero, previo a ser centrifugados.

10.5 CRITERIO DEL ESTUDIO SEROLOGICO

El MAT se llevé a cabo utilizando un panel de diez serovares pertenecientes a
nueve serogrupos diferentes y tres especies distintas de Leptospira. Estas
serovares han sido empleadas en estudios anteriores ya que son comunmente
encontradas en bovinos (Tabla 3).

10.6 CUANTIFICACION DE ANTIGENO

Para calcular la cantidad de antigeno necesaria, se aplicé la siguiente formula
(Chavez Sanchez, 2019):

N*50 pl* pozos a utilizar = Cantidad en pl de antigeno a utilizar

Dénde: N = numero de muestras a procesar; 50 ul cantidad de antigeno por pozo
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Todo manejo del antigeno se trabajé en una camara de bioseguridad nivel Il CSB

120 PRENDO®.

Tabla 3 Panel de antigenos de Leptospiras empleados

Especie Serovariedad Serogrupo Cepa
Bratislava Australis Jes-Bratislava
Canicola Canicola Hond Utrech IV
Icterohaemorrhagiae | Icterohaemorrhagiae RGA
L. interrogans Pomona Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes Salinem
Hardjo Sejroe Hardjoprajitno
Wolfii Sejroe 3707
L. kirschneri Gryppotyphosa Gryppotyphosa Moska V
L Tarassovi Sejroe Peripelitsin
borgspetersenii _ ) . .
Hardjo Sejroe Hardjobovis

10.7 MAT TAMIZ

Para la ejecucion del MAT, se realizé una dilucién inicial de 1:25 suero/solucion
tamponada de fosfato (PBS). Posteriormente, en una placa de 96 pocillos fondo
plano, se dispensaron 50 pl de PBS + 50 pul de la dilucion inicial, obteniendo una

dilucion de 1:50. Adicionalmente, en una cadmara de bioseguridad nivel Il CSB
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120 PRENDO®, se colocé 50 ul de antigeno por cada serovariedad en los
pocillos a utilizar (esto depende de las serovares a utilizar, ejemplo 10 serovares
= 10 pocillos por animal), para obtener una dilucion final de 1:100. Se cubrio la
microplaca con una tapa para placa de micro titulacién y se dej6 incubar a 29°C
en una incubadora E41 Riossa® por 2 horas. Para la lectura, se transfirié una
gota de cada pocillo por medio de una micropipeta de 20-200 ul Bio/Pet® a un
portaobjetos limpio y se observé por microscopia de campo oscuro utilizando un
microscopio optico Axioskop 40 ZEISS® con resolucion de 10X. En la lectura de
las muestras se inspecciond la aglutinacion presente en cada gota. Se tomé como
punto de corte un 50% de aglutinacién de acuerdo al tamafio de la gota para

considerarse positiva (OMS, 2008)(llustracion 6).

10.8 MAT CUANTITATIVA

A cada muestra positiva a MAT tamiz se le realizé la prueba de MAT cuantitativa.
Esta técnica se llevo a cabo realizando una serie de diluciones doble seriadas a
partir de la dilucidn inicial para determinar el titulo de los anticuerpos para cada

una de las serovariedades (antigenos) positivas.

Se realizé en una microplaca de 96 pocillos de fondo plano, colocando 50 pl de
la dilucion inicial de 1:25 suero/ (PBS) en la fila A columna dos. Posteriormente
en las columnas 1, 2, 3, 4y 5 se colocaron 50 ul PBS, afiadiendo 50 pl de dilucion

inicial en la columna dos para homogenizar de 3 a 5 veces entre columnas;

33



Figura A Figura B
Figura 7 A) Muestra negativa a MAT con mas del 50% de leptospiras libres. B) Muestra
positiva a MAT con mas del 50% de aglutinacién.

obteniendo 50 ul de cada columna y desechando los ultimos 50 pl de la columna
cuatro Finalmente se afiadieron 50 ul de antigeno en cada pocillo (muestra
control y muestras de suero). De esta forma resultaron las siguientes diluciones:
Columna dos 1:100, columna tres 1:200, columna cuatro 1:400, columna cinco
1:800 (Tabla 4). Como control positivo se tomd una muestra previamente
clasificada positiva y caracterizada por un laboratorio acreditado y se le dio el

mismo manejo que las muestras procesadas.

Para la interpretacién se consider6 el mismo punto de corte que para MAT tamiz;
donde de acuerdo con la dilucion, un 50% o mas de aglutinacién se consideré

positivo al titulo.
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Tabla 4 Diagrama de interpretacién para MAT cuantitativa

Columna | Columna | Columna | Columna | Columna | Columna
1 2 3 3 4 5
Muestra o o o o Muestra
Dilucién Dilucién Dilucion Dilucion
control _ _ _ _ control
, final 1/100 | final 1/200 | final 1/400 | final 1/800 N
negativo positivo
Fila A Suero
Suero 1 + | Suero 1 +| Suero 1 + | Suero 1 + N
PBS + Ag Positivo
Suero 1 PBS+Ag |PBS+Ag | PBS+Ag | PBS + Ag PBS
FilaB Suero
Suero 2| Suero 2| Suero 2| Suero 2 Positivo
Suero 2 PBS + AG PBS
1/100 + Ag | 1/200 + Ag | 1/400 + Ag | 1/800 + Ag
FilaC Suero
Suero 3| Suero 3| Suero 3| Suero 3 N
PBS + Ag Positivo
Suero 3 1/100 + Ag | 1/200 + Ag | 1/400 + Ag | 1/800 + Ag PBS
FilaD Suero
Suero 4| Suero 4| Suero 4| Suero 4 N
PBS+ Ag Positivo
Suero 4 1/50 + Ag | 1/100 + Ag | 1/200 + Ag | 1/400 + Ag PBS
Fila E Suero
Suero x| Suero x| Suero x| Suero X N
PBS + Ag Positivo
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10.9 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION

De cada muestra de orina colectada, se tomé 1 ml y se inoculé en un tubo con 9
ml de medio de cultivo liquido para Leptospira (Faine & WHO, 1982) EMJH
previamente preparado y esterilizado de acuerdo a las especificaciones del
fabricante. Posteriormente, los tubos con medio de cultivo y orina fueron
incubados a 29°C en una incubadora E41 Riossa®. El crecimiento se observo
por medio de microscopia de campo oscuro a una resolucion de 10X una vez por
semana durante 16 semanas. Se catalogaron como positivas aquellas muestras
de orina que revelaron crecimiento y caracteristicas de motilidad propias de la
bacteria Leptospira spp. Una vez catalogadas como positivas, estas muestras se
filtraron utilizando un filtro para jeringa de 15 mm, .02 um (Corning Inc.™) para
eliminar la posible contaminacion existente. Una vez filtradas, las dos muestras
de orina se resembraron nuevamente en medio de cultivo estéril para su
caracterizacion serologica. Pasados siete dias, se observd crecimiento

bacteriano con la suficiente carga para realizar la caracterizacion seroldgica.

El procedimiento para la caracterizacion se realizé de acuerdo a los lineamientos
por Faine (1982), implementado sueros previamente caracterizados por trabajos
anteriores (Chavez Sanchez, 2019) representativos de 10 serovares (Tabla 3).
Se observé por medio de un microscopio de campo oscuro, a una resolucion de
10X, la reaccion aglutinante entre las muestras previamente aisladas y los

anticuerpos policlonales.

10.10 ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS

La variable de este estudio fue la presencia o ausencia de Leptospira en bovinos
productores de leche bajo sistema intensivo y semi extensivo. Debido a que no
existe informacion previa referente a la presencia o seroprevalencia en contra de
Leptospira en sistemas de produccion de bovinos productores de leche en

Durango, México, la prevalencia seroldgica se calculé de acuerdo a la formula:
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Animales Positivos

Prevalencia = ool de Animales Analizados X100

El grado de asociacion entre la seroprevalencia con los individuos y el tipo de
sistema de produccién se determiné mediante el analisis estadistico de Chi-
cuadrada (x2). Esta prueba denota que si el valor calculado P fue mayor a 0.05
(P>0.05), las variables son independientes o bien, no existe asociacion entre
ellas. Por lo contrario, si el valor calculado P es menor a 0.05 (P<0.05), nos indica
una dependencia o asociacion entre las variables de estudio. Adicionalmente, se
recabd la informacion de las encuestas aplicadas a los productores para
reconocer los posibles factores de riesgo, a los cuales se les calcul6 el odds ratio,
determinando de esta forma la relacion entre los factores de riesgo con la
presencia o ausencia de la enfermedad. La interpretacion para el odds ratio toma
valores en base a 1; si el OR<1 indica una asociacién protectora, lo que significa
que es poco probable que ocurra el evento. Si el OR=1, significa que no existe
relacion entre el factor de riesgo y la presencia de la enfermedad; y si el OR>1
indica la asociacion positiva entre las variables, por lo tanto, asociacion entre la
presencia de la enfermedad y el factor de riesgo. El andlisis estadistico se realizé
mediante el programa computacional WinEpi® (de Blas et al., 2006).

Posteriormente se concluyd con un analisis multivariado, que comprendid de
aguellos factores de riesgo destacados en la prueba de x2, tales como la
presencia de la enfermedad en los individuos, el tipo de sistema de produccién,
fauna silvestre o domeéstica presente, manejo sanitario del hato, medidas de
bioseguridad, presencia de un médico veterinario y problemas reproductivos. Se
calculo los odds ratio ajustados por medio de un analisis de regresién logistica

utilizando el programa SPSS.
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11. RESULTADOS

El presente estudio epidemioldgico se realizé bajo supervision y consentimiento
de los comités de Bioética y Bienestar Animal y Bioseguridad e Higiene de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia y se encuentra avalado por los niumeros de folio 059/2022, Dictamen
068/2022 e ID CSBH 079.

Se evaluaron 28 unidades de produccion pertenecientes a dos sistemas distintos,
caracterizados por condiciones ambientales, de manejo y econdmicas diferentes
entre ellos, pero similares dentro de las unidades de produccion de cada sistema
en particular. Estas diferencias estuvieron determinadas por el tipo de
produccién, a gran escala (hatos intensivos) o a menor escala (hatos semi
intensivos), segun el sistema predominante en cada municipio. Durante el estudio
se llevaron a cabo andlisis seroldgicos, se investigaron asociaciones con factores

de riesgo y se realizaron aislamientos a partir de muestras de orina.

11.1 TAMANO DE MUESTRA

La recolecciéon de muestras se realizo en cinco municipios del estado de Durango
donde se encuentran hatos de bovinos productores de leche manejados bajo
sistemas de produccion intensiva y semi intensiva. Pese a que la distribucion de
las UPP’s no es uniforme en el estado, las muestras serologicas se obtuvieron
de las unidades de produccién ubicadas en los siguientes municipios: Tabla 5.
En total se obtuvieron 445 muestras de 28 unidades de produccién, lo que resulté

en el cumplimiento del tamafio minimo de muestra (n).

Debido a que fue un estudio prospectivo, transversal y de oportunidad el nimero
de muestras y unidades de produccion fue variado de acuerdo con los municipios,
el nimero de muestra tomado de cada UPP y a los recursos disponibles.
Aproximadamente se tomaron de 5 a 10 muestras de aquellos hatos con menos

de 100 animales y 20 a 25 muestras para aquellos mayores de 100 animales.

38



Tabla 5 Nimero de UPP’s y muestras provenientes de esos municipios y el sistema al que

pertenecen.
o Gomez Nuevo Pefion Santiago Victoria de
Municipio ) i
Palacio Ideal Blanco | Papasquiaro | Durango
UPP’s 12 6 3 6 1
N® de 288 64 25 58 10
muestras
Tipo de . Semi- Semi- Semi- Semi-
, Intensivo . ) : .
sistema Intensivo | Intensivo Intensivo Intensivo

Las muestras se sometieron a la técnica de microaglutinacion en placa (MAT)

para la deteccion de anticuerpos contra Leptospira (Figura 7). Este estudio

permiti6 comparar de manera mas precisa los dos sistemas de produccion y las

diferentes regiones en el estado de Durango, ofreciendo asi un panorama mas

completo de la situacion epidemiolégica de la leptospirosis en el estado.
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Figura 8 Lectura de muestras serolégicas mediante microscopia de campo oscuro.

11.2 SEROLOGIA

La seropositividad general de las muestras, independientemente del sistema de
produccion, serovariedad o titulo, fue de 31.69% (141/445); en tanto que la
prevalencia aparente obtenida de aquellos bovinos bajo sistema semi intensivo,
fue de 54.14% (85/157) y para el sistema intensivo fue de 19.44% (56/288).
(Tabla 6). La diferencia en la seropositividad en ambos sistemas de manejo fue

altamente significante (P:<0.0001).

Tabla 6 Porcentaje de seropositividad contra Leptospira de acuerdo con el tipo de sistema.

Tipo de Sistema Positivos (%) | Negativos (%) Total
Semi Intensivo 85 (54.14) 72 (45.86) 157
Intensivo 56 (19.44) 232 (80.56) 288
Total 141 (31.69) 304 (68.31) 445

La seroprevalencia se mostré6 muy marcada entre sistemas y de acuerdo con la
n, siendo el sistema semi intensivo el de mayor indice de seropositividad en los

animales con 54 animales infectados de cada 100.
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A nivel de hato, la seroprevalencia general fue de 92.86%, donde el sistema semi
intensivo mostré una seroprevalencia de un 100% de los hatos positivos a
Leptospira; mientras que la seroprevalencia de los hatos bajo sistema intensivo
fue de un 83%, teniendo dos hatos completamente negativos a la prueba MAT.
(Tabla 7).

La tabla 8 se describe la seropositividad resultante de los animales analizados
frente a las diez serovariedades (panel de antigenos) de leptospira en la MAT y
su comportamiento en ambos sistemas de produccion.

Tabla 7 Porcentaje de seroprevalencia contra Leptospira a nivel de hato en bovinos
productores de leche en el estado de Durango, México

Sistema de o 0 : 0 ,
Produccion Positivos (%) Negativos (%) UPP’s
Semi Intensivo 16 (100%) 0 16
Intensivo 10 (83%) 2 (17%) 12
Total 26 2 28

Tabla 8 Seroprevalencia total por serovares dentro de ambos sistemas de produccién de
bovinos productores de leche en el estado de Durango, México.

Serovar Sistema Semi Intensivo Sistema Intensivo
pyrogenes 36 (31.30%) 11 (13.75%)
wolfii 23 (20.00%) 1 (1.25%)
tarassovi 16 (13.90%) 4 (5.00%)
gryppotyphosa 2 (1.70%) 12 (15.00%)
pomona 6 (5.20%) 7 (8.75%)
canicola 6 (5.20%) 6 (7.50%)
hardjoprajitno 12 (10.40%) 8 (10.00%)
icterohaemorrhagiae 6 (5.20%) 13 (16.25%)
bratislava 7 (6.10%) 5 (6.25%)
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hardjobovis 1 (0.09%) 13 (16.25%)

TOTAL 99.09% 100%

En el sistema semi intensivo, los bovinos manifestaron una frecuencia serologica
destacable a varias serovares, sobresaliendo entre ellas, pyrogenes (31.30%),
wolfii (20.00%) y tarassovi (13.90%) y obteniendo titulos maximos de 1:800 para
pyrogenes (llustracion 9). Entre las 16 unidades de produccion examinadas, solo
una implementa practicas de inmunizacion. De esta unidad, se encontraron
resultados positivos en 4 de los 10 animales, para las serovares pomona (1/4) y

tarassovi (4/4).

Los bovinos productores de leche manejados bajo sistema semi intensivo
cuentan con un calendario de vacunacion contra Leptospira, esta bacterina
contiene cinco serovares diferentes de Leptospira (Leptoferm-5®) (tabla 8), la
cual se aplica en noviembre con refuerzo en diciembre. Los bovinos positivos
mostraron titulos dentro del rango 1:100 a 1:800 como titulo maximo a ciertas

serovares como hardjo bovis y pyrogenes. (Figura 8a).

Figura A Figura B
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Figura 9. A) MAT positivo con titulos de 1:800 a la serovar pyrogenes procedente de un
bovino bajo manejo semi intensivo. B) MAT positivo con titulos de 1:400 a hardjo bovis

procedente de un bovino bajo sistema intensivo.

11.3 CULTIVO Y CARACTERIZACION SEROLOGICA

De las 16 muestras de orina obtenidas al azar (10 semi intensivas, 6 intensivas),
dos muestras mostraron crecimiento bacteriano. Una procedente del anico hato
vacunado del sistema semi intensivo y otra procedente de un hato inmunizado
manejado intensivamente. Ambas muestras fueron confrontadas con un panel de
sueros previamente caracterizados a las serovares de la tabla #. La muestra semi
intensiva reacciond ante la serovar hardjobovis con titulos de 1:800 y la muestra
intensiva reaccion6 ante hardjobovis, hardjoprajitno y wolffi con titulos de 1:800

igualmente.

Dado que la segunda muestra present6é una posible co-seropositividad ante dos
serovares mas, se realiz6 una resiembra de bacterias en medio de cultivo EMJH
sélido en placas petri para la identificacion y separacién de las colonias

pertenecientes a las cepas de Leptospira.

11.4 FACTORES DE RIESGO

Entre los factores de riesgo estudiados, 11 elementos tuvieron relevancia en la
presencia y circulacion de Leptospira spp en los hatos de bovinos productores de
leche manejados bajo ambos sistemas (Tabla 9). Entre los factores de riesgo
(FR) destacados entre sistemas se encontraron la presencia de gallinas (OR
6.264), las practicas reproductivas de monta natural (OR 4.970), el sistema semi
intensivo (OR 4.891), la presencia de perros (OR 4.435), jabalis (OR 4.309),
gatos (OR 4.065) y animales domésticos en general (OR 4.260), hacinamiento
en corrales (OR 3.131) y la incorrecta disposicion de de placentas (OR 2.778).
También hubo diez factores de proteccion (FP) presentes, entre ellos: buena
densidad de corral (OR .455), practicas de vacunacion anual (OR .418), control
de vectores (OR .285), la presencia de un MVZ de cabecera (OR .259) y la
disposicion correcta de placentas (OR .238), entre otros.
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Tabla 9

Factores asociados alapresenciade Leptospira en hatos de bovinos productores de leche
manejados bajo sistema semi intensivo.

, Odds 0 Rol de
Variable P Ratio Cl (95%) Variable
) 3.534 -
Gallinas <.0001 6.264 11.459 FR
3.194 —
Monta Natural <.0001 4970 7 735 FR
. . . 3.186 -
Sistema Semi Intensivo | <.0001 4.891 7508 FR
2.877 —
Perros <.0001 4.435 6.837 FR
, 1.680 -
Jabalis .002 4.309 11.053 FR
. . 2.789 -
Animales Domésticos <.0001 4.260 FR
6.506
2.626 —
Gatos <.0001 4.065 6.092 FR
) 1.835 —
Densidad de corral alta | <.0001 3.131 FR
5.342
1.815 -
No recoger placenta <.0001 2.778 4,953 FR
1.034 -
Cerdos .040 2.056 4.090 FR
Densidad de Corral 002 455 275 - .751 FP
Buena
Vacunacion Anual <.0001 418 .275 - .634 FP
Encalan Placentas <.0001 .346 .229 - 524 FP
Control Vectores <.0001 .287 .181 -.456 FP
MVZ de Cabecera <.0001 .259 167 - .400 FP
Disposicion de <.0001 238 151 - .374 FP
Placentas
Vacuna contra
Enfermedades Virales <.0001 .205 .133 - .316 FP
Sistema Intensivo <.0001 .204 133 -.314 FP
Inseminacion Artificial <.0001 .201 129 - .313 FP
Quemaoentiera | _ 5501 | 196 126 - .304 Fp
placenta

*FR = Factor de Riesgo; *FP = Factor de Proteccion
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12. DISCUSION

Este es primer estudio epidemiol6gico de la Leptospirosis bovina en la region de

la laguna y en bovinos lecheros ubicados en zonas semiaridas de México.

En México, mas del 70% de los abortos son considerados de origen desconocido
(Gutiérrez-Hernandez et al., 2020). Aunado a esto, la existencia de problemas de
salud que comprometen la productividad eficiente de los animales (Escamilla et
al., 2007; Gutiérrez-Hernandez et al., 2020). Los agentes infecciosos asociados
con desordenes reproductivos en rumiantes incluyen aquellas patologias virales
abortivas como Diarrea Viral Bovina (DVB) y Rinotraqueitis Infecciosa Bovina
(IBR) y de origen bacteriano, atribuidas a Brucella abortus y Leptospira spp.
(Segura-Correa et al., 2010; Gutiérrez-Hernandez et al., 2020). Las pérdidas
econdémicas atribuidas a la leptospirosis, tanto a nivel global como a nivel de
unidades de produccién, aun no han sido completamente cuantificadas debido a

la similitud de los sintomas con otras enfermedades.

No obstante, los efectos adversos en la produccion debido a la leptospirosis son
significativos tanto en términos pecuarios como econdmicos. Por otro lado, es
necesario resaltar la capacidad de adaptaciéon y persistencia de las leptospiras
en el medio ambiente (Adugna, 2016) por periodos prolongados de tiempo, asi
como en los hospedadores, tornAndose una infeccion crénica y presentando
signos de forma subclinica (Mori et al., 2017). Esto resulta en animales
aparentemente sanos, y portadores de la enfermedad (Pinto et al., 2017; Barnabé
et al., 2023). Los elementos clave de la leptospirosis residen en su naturaleza
zoonatica, integrandose en el concepto de "Una Salud”. Ademas, considerando
la biologia de la bacteria y los actuales cambios climéaticos globales, esta
enfermedad podria convertirse en un motivo de preocupacion sanitaria en un

futuro proximo.

A pesar del amplio reconocimiento de la dispersion de la bacteria a nivel mundial
(Johnson & Faine, 1984; Adler & de la Pefia-Moctezuma, 2015; Selim et al., 2024;
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Suanes et al., 2024), los estudios sobre la frecuencia serolégica en bovinos
productores de leche en el Noreste de México son escasos. En el estudio actual,
se observaron caracteristicas distintivas en las unidades semi intensivas
analizadas, como la ausencia de vacunacion con bacterinas de Leptospira, la
convivencia cercana con animales domésticos y silvestres, y generalmente la
falta de medidas de bioseguridad dentro de los hatos. En contraste, las unidades
de produccion intensivas presentaron un periodo aproximado de 180 dias desde
su inmunizacion al momento de la toma de muestra, con al menos una dosis de
vacuna que incluia cinco serovares de Leptospira. Estos factores ejercieron
influencia significativa en los resultados de seropositividad obtenidos en los hatos

evaluados.

Los rangos de seropositividad entre los diferentes sistemas de manejo variaron
considerablemente, especialmente en los bovinos manejados bajo sistema
intensivo. En el caso de los bovinos bajo sistema semi-intensivo, dado que no
existen registros de inmunizacion, se deduce que las serovares y los titulos
encontrados se deben a una exposicion previa a la enfermedad. Estos hallazgos
coinciden con lo reportado por Gonzales Dardayrol (2004), Ryan et al. (2012),
Sanchez et al. (2007), Zuluaga Ledn (2009) y Mori et al. (2017), quienes sefalan
que los anticuerpos detectados previa inmunizacién en sus estudios no pueden
diferenciarse entre aquellos producidos por vacunacion y los generados por una
infeccidn previa. Sin embargo, en aquellos casos donde la historia clinica del hato
no incluye inmunizacion previa y existe ausencia de medidas bioseguridad, la
presencia de anticuerpos es atribuible a la exposicién previa a la bacteria por lo
gue estos bovinos han desarrollado una respuesta natural a la infeccion (Adugna,
2016; Mori et al., 2017). Esta observacion es crucial dado que las infecciones
causadas por Leptospira a menudo pasan desapercibidas y muchas de las
patologias asociadas, ya sean o no provocadas por esta bacteria, pueden
confundirse con otros factores. Esto limita la posibilidad de lograr un diagndstico
y control efectivos (Johnson & Faine, 1984; Adler & de la Pefia-Moctezuma, 2015;
Niloofa et al., 2015).
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Los resultados obtenidos en los bovinos manejados bajo un sistema intensivo,
donde se registra el uso de bacterinas, coinciden parcialmente con estudios
realizados en hatos bajo manejo similar, donde también se observé una alta
frecuencia seroldgica (Luna Alvarez et al., 2005; Carvajal-De La Fuente et al.,
2012; Gutiérrez-Hernandez et al., 2020). Las serovariedades mas comunes entre
los rumiantes, como hardjo, pomona y tarassovi, son frecuentemente
encontradas en bovinos debido a que estos animales actian como hospederos
de mantenimiento (Adler & de la Pefia-Moctezuma, 2015; Ellis, 1984; Gonzales
Dardayrol, 2004; Rinehart et al., 2012). Estas serovariedades, reconocidas por
su impacto significativo en la ganaderia, estan incluidas dentro de las bacterinas
comerciales disponibles para la prevencion de Leptospira. Por lo tanto, es comun
encontrar ganado, ya sea vacunado o no vacunado, que resulte positivo para

estas serovariedades.

Estos datos no coinciden con los resultados obtenidos de los bovinos productores
de leche manejados bajo un sistema intensivo. Estos animales siguen un
calendario de vacunacion contra Leptospira, que incluye la aplicaciéon de una
bacterina quintuple comercial (“Leptoferm-5®") en noviembre y un refuerzo en
diciembre (ver tabla 2/3). Por lo tanto, se esperaba encontrar un indice de
anticuerpos mayor al de los 56 positivos detectados (ver tabla 6) a las
serovariedades contenidas en la bacterina (ver tabla 9). Sin embargo, la falta de
anticuerpos encontrados es consistente con los hallazgos de Stringfellow et al.
(1983), Clerc et al. (2003), Sanchez et al. (2007) y Rinehart et al. (2012), quienes
evaluaron diversas bacterinas comerciales contra la leptospirosis bovina que
contenian las cinco serovariedades mencionadas en la tabla 9. Estos estudios
implementaron diversos calendarios de vacunacién, observando que los titulos
de anticuerpos inducidos por las bacterinas no superaron el rango de 1:400. Asi
mismo, los titulos encontrados en los bovinos disminuyeron y eventualmente
desaparecieron entre las semanas 15-17 después de la segunda y tercera dosis.
Solo a partir del cuarto refuerzo con la bacterina se observé un incremento en los
titulos de anticuerpos, alcanzando hasta 1:600 para hardjo, 1:800 para
icterhaemorragie, 1:400 para pomona, 1:200 para gryppotyphosa y 1:100 para
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canicola (Clerc et al., 2003). Sin embargo, Clerc et al. (2003), Sanchez et al.
(2007), y Rinehart et al. (2012) no reportaron un 100% de presencia de
anticuerpos vacunales en los bovinos inmunizados, lo cual coincide con los
resultados obtenidos en este estudio en relacion con el porcentaje de positividad
y el nivel de titulos encontrados en los bovinos manejados bajo un sistema

intensivo.

Los resultados de estos autores se obtuvieron bajo condiciones y factores
controlados, como la aplicacion de bacterinas con refuerzos en intervalos
especificos y la toma de muestras sanguineas en distintas etapas del proceso.
En contraste, con los establos intensivos analizados en este estudio, la
vacunacién con la bacterina contra Leptospira se realiza solo dos veces al afio,
con un refuerzo a los treinta dias después de la primera dosis. El tiempo
transcurrido entre la vacunacion y la toma de muestras fue de 24 semanas, lo
cual probablemente influyéo en los resultados de los titulos de anticuerpos
encontrados y en la presencia de animales positivos para las serovariedades

incluidas en la bacterina.

Los resultados de este estudio, que muestran bajos niveles de titulacién, estan
en concordancia con lo sefialado por Sulzer y Jones (1980) y Sanchez et al.
(2007). Donde, los niveles bajos indican la presencia de anticuerpos derivados
de la vacunacion y la ausencia de titulos en ciertos serovares y bovinos no
sugiere gque la vacuna sea incapaz de estimular el sistema inmunitario, ya sea
humoral o celular, o que no genere anticuerpos protectores en los animales
vacunados. Los resultados obtenidos en este estudio son atribuibles tanto a los
factores antes mencionados como a factores externos especificos de las
unidades de produccion, tales como el tipo de bacterina utilizada, el manejo de
la cadena de frio, la aplicacién de la bacterina, la frecuencia de revacunacion y
el estado inmunitario de los animales inmunizados. Estos datos se aplican a las
serovariedades contenidas en las bacterinas administradas, mientras que la
seropositividad frente a otras serovariedades se presume es por resultado de

exposicién directa con la bacteria.
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Entre los resultados obtenidos en ambos sistemas, destaca la alta
seroprevalencia de la serovar pyrogenes, que representa el 33.33% de los casos
positivos totales (Tabla 7). En contraste con las serovariedades de los serogrupos
L. borgspetersenii (hardjo-bovis) y L. sejroe (hardjoprajitno), que son las mas
prevalentes en bovinos segun estudios previos (Ellis, 1984; Pinto et al., 2015,
2017), solo representaron el 9.92% y 14.18% respectivamente, y no
predominaron en este estudio. Aunque Leptospira pyrogenes es poco reportada
en bovinos y no se considera una de las principales serovariedades en rumiantes,
en este estudio alcanzo titulos maximos de 1:800 en ambos sistemas, lo cual
concuerda con varios estudios que la destacan como una serovariedad de
importancia. A pesar de que ha sido identificada como causante de infecciones
esporadicas en bovinos (Adler & De la Pefia-Moctezuma, 2015), predominante
en regiones desérticas (Samir et al., 2015), aislada en porcinos, y presente en
diversas especies domésticas con capacidad de infectar mas alla de los bovinos
(Miraglia et al., 2008), incluso detectada en humanos (Rodriguez Gonzalez et al.,
2002) con un posible riesgo zoonotico, L. pyrogenes no esté incluida en las

bacterinas comerciales actualmente disponibles.

Esto se debe en parte a que las bacterinas suelen centrarse en serovariedades
mas prevalentes y con un mayor impacto en la salud animal y humana. Los
resultados de este estudio, junto con investigaciones anteriores, indican que la
exclusion de Leptospira pyrogenes en las bacterinas representa una brecha en
la proteccion del ganado y otras especies, especialmente en areas donde esta
serovariedad es comun, como en las regiones desérticas, donde se ha

identificado como un riesgo potencial.

En cuanto a las demas serovariedades identificadas en el estudio, todas han sido
reconocidas a nivel mundial como patégenas en rumiantes (Ellis, 1984; Johnson
& Faine, 1984; Luna Alvarez et al., 2005; Escamilla et al., 2007; Adler & de la
Pefia-Moctezuma, 2015; Adugna, 2016; Gutiérrez-Hernandez et al., 2020). Se ha
demostrado que estas serovariedades no solo pueden infectar a su especie de

mantenimiento, sino también a otros animales domésticos, como cerdos (Miraglia
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et al., 2008), perros (Miraglia et al., 2012), caballos y ovejas (Chavez Sanchez,
2019) e incluso a seres humanos (Alvarado-Esquivel et al., 2015; Samir et al.,
2015; Sandoval-Carrillo et al., 2021). Estos hallazgos resaltan la importancia de
una vigilancia continua y de estrategias de vacunacién que consideren la
inclusion de diversas serovariedades para asegurar una proteccion mas amplia,
no solo en rumiantes, si no en todas las especies susceptibles, incluida la

humana.

Estudios previos han identificado la presencia de Leptospira y los factores de
riesgo asociados en hatos bovinos, especialmente en aquellos con fines carnicos,
en el noreste de México. No obstante, en los hatos bovinos dedicados a la
produccién de leche, especialmente en el estado de Durango y en México en
general, la informacion sobre la presencia, circulacion y epidemiologia de
Leptospira es limitada. Los factores de riesgo evaluados en este estudio se
identificaron mediante una encuesta aplicada a productores y propietarios de
explotaciones pecuarias. Se destacaron once variables con significancia
estadistica significativa (p<.05), entre las méas relevantes se encontraron las
practicas de monta natural, con un OR de 4.970 (Cl 3.194-7.735), y el sistema
semi-intensivo, con un OR de 4.891 (Cl 3.186-7.508). Estos resultados son
similares a los reportados por Ryan et al. (2012), Carvajal de la Fuente et al.
(2012) y Selim et al. (2024), quienes demostraron que, en bovinos sin un manejo
reproductivo o sanitario adecuado, la prevalencia de Leptospira es mayor y mas
dispersa en comparaciéon con hatos donde se practican medidas de

inmunizacion.

Ademas, la presencia de animales domésticos y silvestres como perros OR 4.435
(Cl 2.877 — 6.837), jabalis OR 4.309 (CI 1.680 -11.053), presencia de animales
domésticos en general OR 4.260 (Cl 2.789 -6.506) y gatos OR 4.065 (Cl2.626 -
6.292) coinciden con lo reportado por Zuluaga Leon (2009), Favero et al. (2017),
Selim et al. (2024) y Suanes et al. (2024) quienes indican que estos animales
actian como reservorios y propagadores de ciertas serovariedades de Leptospira

capaces de infectar a los bovinos especialmente de las serovares de los

50



serogrupos Sejroe, Icterohaemorrhagiae y Canicola (Favero et al., 2017). Esto
sefala un incremento en la seroprevalencia y la dispersion de Leptospira en los
hatos, situacién que podria estar vinculada a la ausencia de un manejo sanitario
adecuado, como la vacunacién en animales domésticos (Suanes et al., 2024), un
dato que fue confirmado en la encuesta realizada a los propietarios en este
estudio. La presencia de animales domeésticos y/o silvestres también plantea un
riesgo para la salud publica, dado que algunas de estas serovariedades tienen
un potencial zoondtico(Selim et al., 2024).

El hacinamiento de los bovinos (OR 3.131, CI 1.835 —5.342) y la nula recoleccion
de placentas (OR, CI 1.815 — 4.253) también fueron identificados como factores
de riesgo. Esto resultados coinciden con lo reportado por Favero et al. (2017) y
Suanes et al. (2024), quienes describen a la alta densidad animal o hacinamiento
de los animales como asociacion entre una mayor prevalencia y la circulacion de
diversas serovares dentro del hato. Ademas, Ryan et al. (2012) encontré que a
mayor numero de animales en el rebafio se incrementa hasta 5.47 veces la
probabilidad de infeccidén por Leptospira. Por otro lado, Ellis (1983) y Adler & De
la Pefia Moctezuma (2012) sefalaron que las descargas postparto son una de
las principales fuentes de infeccion, ya que las leptospiras pueden permanecer
en el utero de las vacas por periodos prolongados, lo que permite la transmisién
vertical al feto (Ellis, 1984). En este estudio, se observé que, en la mayoria de los
casos, las placentas no se recogen y quedan disponibles para que perros, gatos

u otras especies de fauna silvestre se alimenten de ellas.

Finalmente, la presencia de gallinas (figura 11) OR de 6.264 (Cl 3.534 — 11.459),
surgié como el factor de riesgo principal y sin previas menciones en la literatura
previa. Sin embargo, en este estudio se destacO como la variable de riesgo
principal y con la mayor significancia estadistica. Este hallazgo representa una
aportacion importante a los factores de riesgo actualmente conocidos que
promueven la circulacion y prevalencia de Leptospira en bovinos. Aunque las
gallinas habian sido consideradas como un reservorio de leptospirosis, este

estudio sugiere que podrian tener un rol inesperado en la transmision de la
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enfermedad en los bovinos. Identificar y estudiar su funcion como portadoras o
reservorios podria evidenciar nuevas rutas de infeccion en los rebafios bovinos
que coexisten con estas aves, asi como en las areas rurales en general. En
conclusién, estos descubrimientos amplian nuestro conocimiento sobre la
epidemiologia de la Leptospira, encaminando futuras investigaciones vy

estrategias para prevenir y controlar la leptospirosis en ganado bovino.

Figura 10 Aves de corral conviviendo en el mismo corral que los bovinos

Asi mismo, se identificaron 10 factores de proteccion (ver tabla 9), la mayoria de
ellos relacionados con el sistema intensivo. Estos factores de proteccion se
vinculan con las buenas practicas de manejo, buenas practicas sanitarias y de
bioseguridad. El manejo implementado en el sistema intensivo probablemente
influyé en la baja frecuencia serolégica observada en estos bovinos. Esto
demuestra que, con cambios simples en la sanidad del hato como la correcta
disposicion de placentas, la presencia de un MVZ y la vacunacion pueden

disminuir la circulacion y prevalencia de la leptospirosis en los rebafios.

En relacion con las muestras positivas a cultivo bacteriano, los resultados

obtenidos de las dos muestras de orina provenientes de hatos vacunados en este
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estudio son consistentes con los hallazgos reportados por Carbajal-de la Fuente
et al. (2012), Adler & Moctezuma de la Pefia (2015), Sanchez et al. (2017) y
Suanes (2024). Estos estudios indican que los bovinos actian como
hospedadores de mantenimiento para las serovariedades a las que mostraron
compatibilidad en el analisis serolégico, especificamente H. bovis, H. prajitno y
Wolffi. Comparando con otros estudios realizados en zonas aridas, se obtuvo un
porcentaje de recuperacion similar al reportado por Samir y colaboradores en el
2015, quien, de 625 muestras de orina de bovinos, encontré crecimiento
morfologico de Leptospira en solo siete muestras, lo que representa un 1.1%. En
este estudio, el porcentaje de recuperacion fue del 12.5% (2 de 16 muestras). En
ambos estudios, la situacion epidemioldgica de los animales era desconocida; los
rebafios no presentaban signos de enfermedad por Leptospira, no se observé
ninguna tormenta de abortos, las muestras no se recolectaron en temporada de
lluvias, y no se aplicd ningun diurético como furosemida. Ademas, la recoleccién

de muestras de orina se realizé6 de manera aleatoria.

En contraste con otros estudios, como el realizado por Koval et al. (2017) en
Saladillo, Argentina, una region de clima templado pampeano con abundantes
precipitaciones, se analizaron un total de veinte muestras de orina de animales
inmunizados que presentaron tormenta de abortos durante la temporada de
lluvias torrenciales. A estos animales se les administré 10 ml de diurético por via
intravenosa antes de proceder con el aislamiento bacteriano. Los resultados
obtenidos por Koval mostraron que 7 de las 20 muestras fueron positivas para
cultivo de Leptospira, logrando un elevado porcentaje de recuperaciéon del 35%.
Estos aislamientos resultaron positivos para las serovariedades del grupo Sejroe,
especialmente la serovar H. bovis, lo cual coincide con nuestros resultados a

pesar de las diferencias entre los estudios.

El aislamiento bacteriano es un método de diagnéstico complejo (Adler & de la
Pefia Moctezuma, 2012), que puede llevar hasta cuatro meses en detectar el
crecimiento de leptospiras, ademas de enfrentar el riesgo de contaminacion por

el crecimiento de otras bacterias (Romero-Vivas & K. Falconar, 2016). Sin
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embargo, Cuba-Romero et al. (2016) indican que "la ausencia de enfermedad en
los animales inmunizados no excluye la posibilidad de que estos sean portadores
asintomaticos y diseminadores del patégeno a través de la orina", lo cual
concuerda con los hallazgos de nuestro estudio y con los de Koval et al. La
deteccion de dos muestras positivas en el cultivo representa un avance
significativo en la comprension de la situacion epidemiolégica de Leptospira en
los hatos lecheros del estado de Durango. Este logro es un paso importante hacia

una mejor vigilancia y control de la leptospirosis en la region.
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1. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVA

Este estudio revel6 una alta tasa de seropositividad contra Leptospira en bovinos
bajo sistema semi-intensivo. Se presume que la concurrencia entre los factores
de bioseguridad, condiciones de manejo y tipo de sistema hacen posible la
prevalencia de la bacteria en estos hatos. Estos hallazgos también exponen la
falta de conocimiento de la enfermedad, la escasez de medidas profilacticas y de
bioseguridad que podrian mitigar el alto porcentaje arrojado. Ademas, no se
descarta la posible influencia de la region, las condiciones ambientales y la
persistencia de la enfermedad en los animales infectados para la prevalencia y
circulacién de serovares que difieren de aquellas encontradas en las vacunas

disponibles o de las habitualmente presentes en rumiantes.

Los factores de riesgo en su mayoria fueron similares a los encontrados en
diversos estudios, a excepcion de la presencia de gallinas encontrado en esta
investigacion. Esto demuestra que no todos los hospederos o posibles factores
de riesgo para la circulacion y mantenimiento de la bacteria han sido encontrados.
Por esta razén, es necesario realizar estudios mas especificos dirigidos hacia las
unidades de producciéon que emplean ambos sistemas para observar y estudiar
mejor el comportamiento de Leptospira en esta region y proponer medidas que
mitiguen la circulacion de la bacteria. Estos estudios contribuirian con datos sobre
la infeccion en ganado bovino productor de leche manejado bajo ambos sistemas
de manejo, las serovariedades encontradas en las diversas regiones y los

posibles factores de riesgo no identificados hasta ahora.
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13. ANEXOS

ENCUESTA

Fecha

Con el fin de recabar informacion del manejo reproductivo y sanitario que afectan

la productividad del rancho. La informacion recolectada es con el fin de detectar
factores de riesgo. TODA INFORMACION ES CONFIDENCIAL. Sera de uso y

meramente con fines de investigacion.

Nombre de la UPP:

Ubicacion:
¢Cuentan los animales con arete SINIIGA? Si No
1. Total de Animales: Hembras__ Sementales stafo:H S
2. Tipo de Explotacion: a) Pastoreo b) Semi-pastoreo ¢) Intensivo
3. ¢Salen apradera o se quedan en corral?
4. ¢Hay otros animales domésticos en su rancho? Si No
¢, Qué animales tiene? Cerdos Perros/Gatos Otros
a) ¢Estos animales tienen calendario de vacunacién o manejo preventivo?
Si No
b) ¢Contra qué enfermedades?
6. ¢Existen animales silvestres dentro del predio o en sus alrededores?
A. Si B. No
a. ¢Qué animales?
7. ¢Existe algun programa de control de vectores? Si No

a. Medidas de control:
¢De donde proviene el agua de los bebederos?
¢ Existe algun tratamiento del agua? Si No

a. ¢Cual?

10. ¢ Qué tipo de alimentacion se da? (Forraje/Concentrado, etc.)
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11.

12.

13.

14.
15.
16.
17.

¢,Cuantos animales conviven por corral?

Dimensiones de los corrales aproximadamente

Estado general del hato:
a. Bueno b. Malo
¢Vacuna contra enfermedades? Si No

¢Contra qué enfermedades?

Frecuencia de vacunacién: Cada 6 meses

¢Cuales vacunas utiliza? (Nombre y Laboratorio)

1 vez por afio

18.

Fecha de ultima aplicacion de vacuna

19.

20.
21.

22.

23.

24.
25.

26.

¢Las hembras son cruzadas por monta o inseminacion?

a. Monta

b. Inseminacion

¢Existen problemas reproductivos? Si No
¢ Qué tipo de problemas reproductivos?
a. Abortos
b. Retenciones placentarias
c. Intervalo entre partos prolongado/Infertilidad
d. Mastitis/Caida de produccién lactea
¢NUmero de abortos?:
a) Este afio b) Afo pasado c) No sabe
¢En qué periodo de la gestacion suceden los abortos?
(0-3 meses) b) (3-6 meses) c) (6-9 meses) d) No Sabe
Epoca del afio en que se presentan enfermedades o abortos (lluvias,

secas, etc.)

Causa mas comun de abortos en la UPP




31.

32.

. ¢, Hembras gque abortan?

a. Hembras primera monta b. Hembras > 1 parto c. No sabe

. ¢,Disposicion de placentas y fetos abortados?

Laquema o entierra  b) No se recogen  C) Otro

. % de Mortalidad en Crias

Menos del 10% b) Entre el 10 y 20% c) Mas del 20%

. % de Crias nacidas débiles, prematuras o con bajo peso al nacer

a) Menos del 10% b) Entre el 10 y 20% c) Mas del 20%

¢Existe alguna sintomatologia evidente/predominante?

¢Existe algun control para animales de nuevo ingreso?

Si No

a) ¢Cual?
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