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Resumen:

El objetivo fue comparar las prevalencias de anticuerpos contra diferentes serovares de
Leptospira interrogans entre los estados de Puebla, Tabasco y Veracruz, asi como entre
algunos de sus municipios, y determinar si el estatus sanitario de las vacas influye en su
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fertilidad. Se tomaron muestras de sangre de 423 vacas (Bos taurus x Bos indicus y Bos
indicus) de 24 ranchos de 11 municipios de los estados mencionados. Las prevalencias de los
serovares Hardjo e Inifap fueron mayores (P<0.05) en el estado de Veracruz que en el estado
de Puebla, pero la prevalencia del serovar Wolffi fue mayor (P<0.05) en el estado de Puebla
que en el estado de Veracruz. Las prevalencias de los serovares Hardjo y Palo Alto fueron
mayores (P<0.05) en el estado de Tabasco que en el estado de Puebla, pero no hubo
diferencias entre estos dos estados en las prevalencias de los serovares Inifap y Wolffi
(P>0.05). El nimero de serovares en el estado de Veracruz fue mayor (P<0.05) que en el
estado de Puebla, pero el niUmero de serovares en Tabasco fue intermedio; ademas, existio
una variacion importante (P<0.05) entre municipios y entre ranchos en la prevalencia de los
diferentes serovares. Globalmente, el serovar con mayor frecuencia fue Inifap, mientras que
el serovar con menor frecuencia fue Tarassovi. El estatus zoosanitario de las vacas no influyo
la tasa de gestacion (P>0.05); sin embargo, se recomienda la vacunacion del ganado contra
Leptospira interrogans, con el fin de disminuir los riesgos asociados con esta bacteria en
bovinos y humanos.

Palabras clave: Prevalencia, Leptospira interrogans, Hardjo, Wolffi, Tarassovi, Vacas, Tasa
de gestacion.
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La leptospirosis es una enfermedad infecciosa de origen bacteriano clasificada como una
zoonosis distribuida mundialmente, que afecta a numerosas especies de animales domésticos
y silvestres®. Es una enfermedad de gran impacto social y econémico en la ganaderia, en
especial en bovinos, debido a las pérdidas que ocasiona por abortos, mortalidad perinatal,
nacimiento de crias débiles, infertilidad y disminucion de la produccion lactea®. Existen dos
especies: Leptospira interrogans, que es patdgena, y Leptospira biflexa, que es saprofita y se
localiza en la superficie del suelo y el agua. La Leptospira interrogans es patdgena para el
hombre y los animales, siendo identificados mas de 250 serovares, mientras que la Leptospira
biflexa presenta 60 serovares®. A nivel nacional y mundial, se sabe que la leptospirosis
bovina es ocasionada principalmente por el serovar Hardjo, cuyo huésped de mantenimiento
es el bovino; sin embargo, en diferentes estudios se ha demostrado que los serovares Hardjo,
Wolffi y Tarassovi son los mas frecuentes en México®, aunque se han detectado las
leptospiras santarosai y kirschneri con impacto potencial en bovinos®. EI conocimiento de
las prevalencias en una localidad, la determinacion de sus huéspedes de mantenimiento y el
monitoreo de la emergencia de nuevos serovares de Leptospira, son esenciales para
comprender la epidemiologia de la leptospirosis en una region y para enfocar las estrategias
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de control®). Con base en lo anterior, el objetivo fue comparar las prevalencias de anticuerpos
contra diferentes serovares de Leptospira interrogans entre los estados de Puebla, Tabasco y
Veracruz, asi como entre algunos de sus municipios, y determinar si el estatus sanitario de
las vacas influye en su fertilidad.

El presente estudio se llevd a cabo en 24 ranchos dedicados a la produccion bovina. Seis
ranchos se encontraban localizados en tres municipios del estado de Tabasco; once se
encontraban en cinco municipios del estado de Puebla; y siete estaban ubicados en tres
municipios del estado de Veracruz. Once de los ranchos muestreados producian leche y
becerros (sistema doble propdsito), mientras que trece ranchos solo producian becerros
(sistema vaca-cria).

Los ranchos se seleccionaron con base en un muestreo no probabilistico por conveniencia,
de acuerdo con el interés de los ganaderos de participar en el presente estudio. Por otro lado,
el tamafio de muestra dependié del presupuesto del estudio, por lo tanto, no todas las vacas
de cada rancho se muestrearon; sin embargo, por lo menos 12 vacas se seleccionaron en cada
uno. Dentro de cada rancho, las vacas se seleccionaron mediante seleccion aleatoria simple.

Las hembras utilizadas en el estudio tenian uno o mas partos, siendo la mayoria de ellas Bos
taurus x Bos indicus, aunque también se utilizaron algunas vacas puras Bos indicus de la raza
Brahman (N= 403 y 20, respectivamente). Las hembras no mostraron signos clinicos de
ninguna enfermedad en el momento en que se realizaron los muestreos. La presente
investigacion solo incluy6é vacas adultas, ya que no se contdé con suficiente recurso
econdmico para muestrear becerros (ambos sexos), toretes y vaquillas. Sin embargo, debido
a que las vacas permanecen mas tiempo en el hato, tienen mayor probabilidad de infectarse
y, en consecuencia, mas probabilidad de presentar anticuerpos contra todo tipo de
enfermedades.

Las vacas no tenian antecedentes de vacunacién contra leptospirosis previo a la realizacion
del estudio, por lo que es valido asumir que la presencia de anticuerpos en las hembras se
debié unicamente a la exposicion natural a la bacteria. Las vacas se evaluaron
reproductivamente por medio de ultrasonografia (via rectal) de Utero y ovarios, con el fin de
determinar su estatus reproductivo (gestante o no gestante); sin embargo, en los hatos del
estado de Tabasco no fue posible determinar dicho estatus.

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncion de la vena coccigea. Para obtener el suero
de cada una de las muestras de sangre, éstas se centrifugaron a 3,000 xg durante 10 min. Las
muestras de suero se conservaron a -20 °C. El diagndstico seroldgico para la deteccion de
anticuerpos contra Leptospira se realiz mediante la técnica de microaglutinacion (MAT)67),
Para este proposito se incluyeron cinco cepas, tres de referencia internacional (Hardjo, Wolffi
y Tarassovi) y dos aislamientos nacionales (Inifap y Palo Alto; serovares Hardjo e
Icterohaemorrhagiae, respectivamente) obtenidos en el INIFAP. Esta técnica se realiz6 en
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microplacas de 96 pozos; se utilizaron 50 pul de cada dilucion del suero a partir de 1:50 hasta
la altima dilucion doble en donde se observo 50 % de aglutinacion en el campo, en solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS). Como antigeno se adicionaron 50 ul de cada cepa de
Leptospira cultivadas en medio EMJH durante 8 dias con un titulo de 2X10%/ml. Tras una
hora de incubacion a temperatura ambiente, las reacciones fueron observadas en un
microscopio de campo oscuro. Todos los sueros que mostraron 50 % o mas de aglutinacion
a una dilucién de 1:100 o mas fueron considerados positivos. Cuando un suero reacciono a
dos 0 mas antigenos, para el andlisis de los datos se tomo el titulo més alto del suero.

Se analizaron siete variables de respuesta: prevalencia de anticuerpos contra los serovares
Hardjo, Inifap, Palo Alto, Wolffi y Tarassovi; niUmero de serovares por vaca; y tasa de
gestacion. La positividad de anticuerpos se registré como 1 cuando una vaca tuvo anticuerpos
contra un serovar de Leptospira interrogans en particular (Hardjo, Inifap, Palo Alto, Wolffi
0 Tarassovi), mientras que la negatividad de anticuerpos se registr6 como 0. Al igual que
cada una de las cinco prevalencias de anticuerpos, la tasa de gestacion también se registro
como una variable binaria. La tasa de gestacién se codificé como 1 cuando una vaca resulto
gestante al diagnostico por ultrasonografia rectal; en caso contrario (no gestante), esta
variable reproductiva se codific6 como 0.

El estudio se realiz6 bajo un disefio completamente al azar. Con el fin de determinar el efecto
de los factores estado de la Republica Mexicana, municipio anidado en estado de la Republica
Mexicana, y rancho anidado en estado de la Republica Mexicana x municipio sobre las
prevalencias de anticuerpos contra los serovares de Leptospira interrogans se utilizé un
modelo de regresion logistica. Los analisis se realizaron con el procedimiento GENMOD
(PROC GENMOD) del programa SAS®, considerando una distribucion binomial y
aplicando una funcion liga logit. EI nimero de serovares por vaca se analizé de una manera
muy similar a las prevalencias, con la Unica diferencia de que se considerd una distribucién
Poisson, ya que esta variable es de tipo conteo. La tasa de gestacion también se analiz
mediante regresion logistica, con el procedimiento GENMOD de SAS®, considerando una
distribuciéon binomial y aplicando una funcion liga logit. Para el andlisis de esta variable
reproductiva, el modelo estadistico incluyo los efectos fijos de estatus sanitario de la vaca,
estado de la Republica Mexicana y municipio anidado en estado de la Republica Mexicana.
El estatus zoosanitario se defini6 como la presencia/ausencia de anticuerpos contra
cualquiera de los cinco serovares de Leptospira interrogans. Cuando una vaca presento
anticuerpos contra al menos uno de los cinco serovares, el estatus sanitario se registré como
seropositivo; cuando una vaca no presentdé anticuerpos contra ninguno de los serovares de
Leptospira interrogans, el estatus zoosanitario se registr6 como seronegativo. El criterio de
convergencia fue 108 en los siete analisis estadisticos.

La prevalencia del serovar Hardjo en los estados de Tabasco y Veracruz fue mayor (P<0.05)
que en el estado de Puebla (64.1y 71.3 % vs 39.8 %; Figura 1). La prevalencia del serovar
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Inifap fue mayor (P<0.05) en el estado de Veracruz que en los estados de Puebla y Tabasco,
con valores de 91.8, 63.8 y 78.8 %, respectivamente. Estos valores son considerablemente
mayores que los reportados en la literatura cientifica para el serovar Hardjo identificado en
bovinos de los estados de Campeche®, Oaxaca®®V, Yucatan®?14 Veracruz(!>1),
Tamaulipas®” y Estado de México™®,

Figura 1: Prevalencias de serovares de Leptospira interrogans, por estado
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La prevalencia del serovar Palo Alto fue mayor (P<0.05) en el estado de Tabasco que en los
estados de Puebla y Veracruz (78.3 vs 36.0 y 41.4 %). La prevalencia del serovar Palo Alto
para el estado de Veracruz reportada en el presente estudio es dos veces mayor que la
encontrada (19.8 %) en un estudio previo realizado en el sur de este mismo estado®. La
prevalencia promedio del serovar Palo Alto (51.9 %) obtenida en el presente estudio es
similar a la reportada por Ramos et al® para el estado de Oaxaca (57.1 %), pero mucho
mayor que las reportadas (8.8, 8.0, 3.1, 1.6, 1.0 y 0.0 %) por otros autores para otros estados
de la Republica Mexicana(!31419.20.21)

La prevalencia del serovar Wolffi en el estado de Puebla fue mayor (P<0.05) que en el estado
de Veracruz (31.3 vs 9.9 %); la prevalencia del serovar Wolffi en el estado de Tabasco
(25.0 %) fue similar a las prevalencias encontradas en los estados de Puebla y Veracruz. La
prevalencia del serovar Wolffi obtenida en el presente trabajo para el estado de Veracruz es
similar a la prevalencia promedio correspondiente (11.0 %) encontrada en un estudio anterior
realizado en cuatro municipios del sur de este estado®®. En diversos estudios realizados en
otros estados de la Republica Mexicana (Yucatan, Oaxaca, Estado de México) también se
han hallado bajas prevalencias (menores a 10 %) para el serovar Wolffi(!1121418) por g
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contrario, las prevalencias del serovar Wolffi (77.7 y 66.0 %) reportadas por Cérdova et al®
y Luna et al®® son, al menos, dos veces mas grandes que las prevalencias del serovar Wolffi
reportadas en la presente investigacion para los estados de Puebla y Tabasco.

Las prevalencias del serovar Tarassovi encontradas en los estados de Puebla, Tabasco y
Veracruz fueron similares entre si (P<0.01), con valores de 14.4, 11.0 y 11.2 %,
respectivamente. Estas prevalencias son similares a las reportadas previamente para los
estados de Veracruz*® y Tamaulipas“”, pero mucho menores que las reportadas por
Cardenas-Marrufo et al®®, Segura-Correa et al®® y Luna et al®®, quienes reportaron
prevalencias para el serovar Tarassovi con valores de 66.6, 53.6 y 53.3 %, respectivamente.

Por el contrario, otros autores han reportado prevalencias para este mismo serovar menores
a 8.0 05(910,11,18,21)

Las prevalencias promedio de los serovares Hardjo, Inifap, Palo Alto, Wolffi y Tarassovi
fueron 58.4, 78.1, 51.9, 22.1 y 12.2 %, respectivamente, lo que indica que el serovar Inifap
fue el mas frecuente, mientras que los serovares Wolffi y Tarassovi fueron los menos
frecuentes. Este orden de magnitud de las prevalencias es similar al encontrado en Oaxaca‘*?
y Campeche®. Por el contrario, en Tamaulipas, Veracruz y Estado de México se encontr6
que los serovares Wolffi, Tarassovi y Hardjo tuvieron similares prevalencias®®*®). En el
estado de Yucatan se determin6 una mayor prevalencia para el serovar Tarassovi (53.6 %)
que para los serovares Hardjo (31.6 %) y Wolffi (9.4 %)*?, resultado que también difiere del
obtenido en el presente trabajo.

El numero de serovares de Leptospira interrogans presentes en las vacas del estado de
Veracruz fue mayor (P<0.05) que el nimero de serovares presentes en las vacas del estado
de Puebla (2.23 vs 1.68); el numero de serovares de Leptospira interrogans presentes en las
vacas del estado de Tabasco fue intermedio (2.05). De manera general, se esperaba encontrar
una mayor prevalencia de cada uno de los serovares estudiados y un mayor nimero de
serovares por vaca en los estados de Veracruz y Tabasco que en el estado de Puebla, ya que
en los estados de Veracruz y Tabasco existe mayor precipitacion pluvial y temperatura
ambiental que en el estado de Puebla; sin embargo, el serovar Hardjo fue el Unico serovar
que presentd mayor prevalencia en Veracruz y Tabasco en relacion con Puebla (Figura 1).
En un estudio que comparo la prevalencia de leptospirosis de las distintas regiones ecoldgicas
de México, se encontrd que la prevalencia fue mayor en las regiones tropical seca y tropical
himeda que en las regiones arida/semiarida y templada™®; sin embargo, este estudio carecid
de un analisis estadistico formal. Vinetz?? inform6 que la Leptospirosis ocurre con mayor
frecuencia en paises con clima tropical, donde la precipitacion pluvial y la temperatura
ambiental son mayores.

En el estado de Puebla, los municipios de Ayotoxco, Hueytamalco y San José Acateno
presentaron prevalencias del serovar Hardjo mayores (P<0.05) que el municipio de
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Nauzontla. En el estado de Tabasco, las prevalencias del serovar Hardjo de los municipios
de Cunduacén, Huimanguillo y Rancheria El Puente fueron similares (P>0.05; Cuadro 1). En
el estado de Veracruz, los municipios de Cotaxtla, Medellin y San Rafael presentaron
similares prevalencias del serovar Hardjo.

Cuadro 1: Medias de cuadrados minimos y errores estandar para prevalencia (%) y nimero
de serovares de Leptospira interrogans, por municipio

Serovar
Municipio Hardjo  Inifap Palo Wolffi Tarassovi Numero
Alto
Ayotoxco 650 + 90.0 =+ 600 =+ 80.0+89* 350 + 3.30 +
10.72 6.7% 11.0% 10.72 0.412
Hueytamalco 49.7 + 689 + 214 + 6.9+41° NE 1.36 +
5.0% 4.7 4.6° 0.12¢
Nauzontla 77+74° 154 + 462 + 385 + NE 1.08 +
10.0° 13.8° 13.5° 0.29°
San José 675 + 779 + 178 + 209 + 5.0+34° 1.77 +
Acateno 7.3%® 5.9 5.6° 5.7 0.18¢
Xochitlan 286 + 571 + 429 + 286 + NE 1.57 +
17.1%¢ 18.7%¢ 18.7° 17.1°¢ 0.47¢
Cunduacéan 417 + 583 + 417 =+ NE NE 1.42 +
14.23c 14.2° 14.2° 0.34%
Huimanguillo 63.8 + 784 + 868 + 250 + 132 + 224 +
6.8% 7.6 5.12 10.8%° 5.520¢ 0.22bcd
El Puente 818 + 909 + 909 + NE 9.1+8.7" 273 +
11.62 8.7% 8.72 0.50°
Cotaxtla 671 + 894 + 701 + NE 277 + 256 +
9.9% 5.5 7.6 11.5% 0.26%
Medellin 817 + 954 + 406 + 65+38 91+44" 234 +
5.82 3.2 8.0 0.230¢
San Rafael 626 + 883 + 180 + 148 + 50+34° 186 +
6.6% 4.6 5.3¢ 4.9 0.18%

abede Medias con diferente literal dentro de columna son diferentes (P<0.05).
NE= no estimable.

En el estado de Puebla, los municipios de Ayotoxco, Hueytamalco y San Jose Acateno
presentaron prevalencias del serovar Inifap mayores (P<0.05) que el municipio de Nauzontla.
Cunduacan, Huimanguillo y Rancheria EI Puente, municipios del estado de Tabasco,
tuvieron prevalencias del serovar Inifap similares (P>0.05). Similarmente, los municipios de
Cotaxtla, Medellin y San Rafael no presentaron diferencia (P>0.05) en la prevalencia del
serovar Inifap (Cuadro 1).
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Los municipios de Ayotoxco, Nauzontla y Xochitlan, del estado de Puebla, presentaron
mayores (P<0.05) prevalencias del serovar Palo Alto que los municipios de Hueytamalco y
San José Acateno. En Tabasco, las prevalencias del serovar Palo Alto de los municipios de
Huimanguillo y Rancheria El Puente fueron mayores (P<0.05) que la del municipio de
Cunduacén. En el estado de Veracruz, el municipio de Cotaxtla mostré una mayor (P<0.05)
prevalencia del serovar Palo Alto que los municipios de Medellin y San Rafael (Cuadro 1).
Se encontré una mayor (P<0.05) prevalencia del serovar Wolffi en el municipio de Ayotoxco
que en los demas municipios del estado de Puebla. Las prevalencias del serovar Wolffi
encontradas en los tres municipios del estado de Veracruz fueron similares (P>0.05; Cuadro
1).

En el estado de Puebla, el municipio de Ayotoxco tuvo una prevalencia del serovar Tarassovi
similar (P>0.05) a la del de San José Acateno. Las prevalencias del serovar Tarassovi
encontradas en el estado de Tabasco no fueron diferentes entre si (P>0.05). En el estado de
Veracruz, la prevalencia del serovar Tarassovi del municipio de Cotaxtla fue mayor (P<0.05)
que la del municipio de San Rafael (Cuadro 1). Al parecer, esta es la primera vez que se
reporta la prevalencia de estos cinco serovares para estos once municipios de los estados de
Puebla, Tabasco y Veracruz, pues no se encontraron en la literatura publicaciones cientificas
al respecto.

El nimero de serovares de Leptospira interrogans encontradas en el municipo de Ayotoxco
fue mayor (P>0.05) que el nimero de serovares encontrados en los deméas municipios del
estado de Puebla. Se encontré un mayor (P<0.05) nimero de serovares en el municipio de
Rancheria El Puente que en los municipios de Cunduacan y Huimanguillo. EI nimero de
serovares encontrados en el municipio de Cotaxtla fue mayor (P<0.05) que el nimero de
serovares encontrados en el de San Rafael (Cuadro 1).

Las vacas con anticuerpos contra Leptospira interrogans tuvieron una tasa de gestacion
similar (P>0.05) a las vacas sin anticuerpos (55.5 vs 51.5 %); tampoco existié diferencia
(P>0.05) en la tasa de gestacion entre estados, ni entre municipios (Cuadro 2). En
concordancia con este resultado, se ha reportado que Leptospira interrogans no se encuentra
relacionada con la generacion de quistes foliculares, los cuales afectan negativamente la
fertilidad de las vacas®®.
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Cuadro 2: Tasas de gestacion (%) y sus respectivos errores estandar e intervalos de
confianza al 95% (1C95%) por estatus zoosanitario de la vaca, estado de la Republica
Mexicana y municipio

Efecto/nivel Tasa de gestacion 1C95%
Estatus zoosanitario
Seronegativo? 51.5+8.5°¢ 35.2-67.4
Seropositivo® 55.5 + 3.7¢ 48.1 - 62.6
Estado de la Republica Mexicana
Puebla 514 +6.4° 38.9-63.7
Veracruz 55.5+5.8° 44.0 - 66.5
Municipio
Ayotoxco de Guerrero 48.2 +11.8° 26.9 -70.2
Hueytamalco 51.2+ 6.0° 39.7 -62.7
Nauzontla 38.0 £13.5° 16.7 — 65.3
San José Acateno 488+ 7.0° 35.6 —62.2
Xochitlan 69.8 £ 18.0° 30.2-925
Cotaxtla 494+ 9.0° 325-66.4
Medellin de Bravo 68.0+ 8.1° 50.6 — 81.6
San Rafael 484+ 7.3° 34.6 -62.5

aSeronegativo= ausencia de anticuerpos contra Leptospira interrogans.
bSeropositivo= presencia de anticuerpos contra Leptospira interrogans.
°Las tasas de gestacion no son diferentes (P>0.05).

En conclusién, las prevalencias de los serovares Hardjo e Inifap fueron mayores en el estado
de Veracruz que en el estado de Puebla, pero la prevalencia del serovar Wolffi fue mayor en
el estado de Puebla que en el estado de Veracruz. Las prevalencias de los serovares Hardjo y
Palo Alto fueron mayores en el estado de Tabasco que en el estado de Puebla, pero no hubo
diferencias entre estos dos estados en las prevalencias de los serovares Inifap y Wolffi. El
namero de serovares de Leptospira interrogans en el estado de Veracruz fue mayor que en
el estado de Puebla, pero el nimero de serovares en el estado de Tabasco fue intermedio;
ademas, entre municipios y entre ranchos existié una variacion importante en la prevalencia
de los diferentes serovares de Leptospira interrogans. De manera global, el serovar con la
mayor frecuencia fue Inifap, mientras que el serovar con la menor frecuencia fue Tarassovi.
El estatus sanitario de las vacas no influyd la fertilidad de las mismas; sin embargo, los
ganaderos de los municipios evaluados deberian vacunar contra Leptospira interrogans,
como medida preventiva para disminuir los riesgos asociados con esta bacteria en bovinos y
humanos.
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