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1. INTRODUCCION

La leptospirosis es una enfermedad infecciosa de los animales (domésticos,
peridomésticos y salvajes) transmisible al hombre, de distribucion mundial y de indudable
interés sanitario y econdmico, estando incluida en el grupo de las zoonosis. El agente causal es
una espiroqueta, Leptospira interrogans, de la que se han descrito numerosas variantes
antigénicas denominadas serovares.

A pesar de la gran difusion de la infeccién en todo el mundo, su presentacion varia
geografica y temporalmente (entre anos e incluso entre estaciones), teniendo los distintos
serovares una participacion diferente segiin las areas. Estas variaciones y las inherentes a la
metodologia seguida en cada laboratorio deben tenerse en consideracion cuando se comparan
los resultados obtenidos en diferentes estudios epidemiolédgicos.

En el ganado vacuno, la infeccion puede tener un cardcter subclinico o bien dar lugar a
formas clinicas de evolucion aguda, subaguda o crénica. La leptospirosis puede cursar
inicialmente con septicemia, anemia hemolitica y agalaxia, siendo las alteraciones renales y los
abortos manifestaciones mucho mas tardias. La diferente patogenicidad de los distintos
serovares de L. interrogans influyen de modo importante en el cuadro clinico producido
(Radostits et al., 1994).

La presentacion de la leptospirosis se basa fundamentalmente en la existencia de unas
condiciones ambientales adecuadas que favorezcan la supervivencia de las leptospiras en el
medio exterior y en la presencia hospedadores de mantenimiento que aseguren la perpetuacion
de la infeccidn (Blackmore y Hathaway, 1979).

La leptospirosis bovina ocasiona importantes pérdidas econdmicas derivadas de
trastornos de la reproduccion (abortos y mortalidad perinatal) y del descenso més o menos
acusado en la produccion de leche (Bennett, 1993). También puede presentarse mortalidad en
animales jovenes de cardcter mucho mas esporadico. Los costes relacionados con el control de
la enfermedad incluyen aspectos como los andlisis laboratoriales, vacunaciones, y tratamientos
antibidticos, a lo que habria que anadir los costes de asistencia técnica, trabajo y otras medidas
a adoptar sobre los pastos (Black, 1988).

Por otra parte, es importante considerar la gran repercusion social de la infeccion, al
tratarse de una enfermedad transmisible de los animales al hombre. En el Reino Unido, donde
la prevalencia de la leptospirosis por el serovar hardjo en el ganado vacuno es muy elevada, se
ha podido observar un aumento del nimero de casos humanos por este serovar (U.K. Public Health
Laboratory Service, 1984). El control de la enfermedad en las personas pasa forzosamente por el
control de la infeccion en los animales, habiéndose demostrado en diversos estudios la
reduccion de la tasa de infeccidn en trabajadores de granja tras la aplicacion de vacunaciones
masivas en el ganado vacuno (Marshall, 1987).






2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ETIOLOGIA
2.1.1. Morfologia y estructura

Las leptospiras son microorganismos helicoidales de unos 3 a 20 um de longitud y 0,1 a
0,15 um de ancho. Tienen un perfil ondulado, oscilando la longitud de cada onda entre 0,5 y
0,6 um. Las leptospiras tipicas presentan uno o los dos extremos en forma de gancho. Hasta la
pasada década se consideraba que la morfologia de las leptospiras era basicamente idéntica
(Faine y Stalman, 1982). Estudios mads recientes por microscopia electronica han demostrado la
existencia de variaciones en la longitud total y en la de las ondulaciones, siendo estas
diferencias especificas de estirpe y quizas de serovar. Asi por ejemplo, las células del serovar
hardjo son generalmente mas cortas que las de otros serovares (Hovind-Hougen, 1986).

La estructura basica de las leptospiras esta formada por 3 capas: una envoltura externa,
una capa de péptidoglicano que le confiere rigidez y una membrana que envuelve el citoplasma
celular. En el citoplasma podemos encontrarnos estructuras como mesosomas, microtubulos
citoplasmicos, fibrillas o inclusiones. Las leptospiras poseen un par de flagelos que atraviesan
el espacio periplasmatico por debajo de la membrana externa y se extienden desde su insercion
en los extremos de forma de gancho hasta la zona media de la célula (Johnson, 1977).

2.1.2. Clasificacion

El género Leptospira se encuentra actualmente dividido en dos especies, L. interrogans
y L. biflexa, que representan respectivamente, a las formas parésita y saprofita del género. Esta
diferenciacion no fue adoptada hasta el ano 1986, en que se demostrd6 que una serie de
propiedades bioldgicas de la ultima (crecimiento a 13°C y resistencia a la 8-azoguanidina) eran
lo suficientemente estables como para permitir la consideracion de ambas como entidades
diferenciadas (Subcommittee on the Taxonomy of Leptospira, 1987). No obstante, en la ultima edicion del
Manual Bergey se incluye una tercera especie, Leptospira illini, con la consideracion de
“especie de estado taxondmico incierto” al poseer una serie de caracteristicas morfoldgicas y
nutricionales diferentes de las otras dos especies (Johnson y Faine, 1984).

Familia: LEPTOSPIRACEAE

Género: Leptospira (Noguchi, 1917) Especies: L. biflexa (Wolbach, 1914)
L. interrogans (Stimson, 1907)

L. illini * Especie de estado taxonémico incierto

Tabla 1.- Taxonomia de las leptospiras.



2 - Revision bibliografica

2.1.2.1. Métodos clasicos

Las numerosas variantes descritas de L. interrogans han sido clasificadas serologica-
mente en base a sus diferencias antigénicas. El taxén fundamental es el serovar, que se
determina mediante pruebas de aglutinacion cruzada y de aglutinacion cruzada tras absorcion.
El origen de dichas pruebas se remonta al afio 1918, en que los médicos franceses Martin y
Pettit describieron la reaccion de microaglutinacion (MAT) tras comprobar que suspensiones
vivas de leptospiras eran aglutinadas por el suero de los pacientes que habian padecido la
enfermedad de Weil (Martin y Pettit, 1918). Sin embargo, el primer sistema de clasificacion de
leptospiras oficialmente reconocido no se establecié hasta 1954, afio en el que Wolff y Broom
formularon los principios para la diferenciacion de las leptospiras en serovares (Wolff y Broom,
1954). Se acordo que dos cepas de Leptospira se considerarian como pertenecientes a diferentes
serovares (figura 1) si, tras la absorcion con la cepa heter6loga, retenian al menos un 10 % del
titulo homologo. Con el fin de facilitar el trabajo taxondmico, aquellos serovares con
afinidades seroldgicas se englobaron en serogrupos. Los 46 serovares conocidos en ese
momento se dividieron en 20 serogrupos (W.H.0., 1959). En 1967 se aprueba una nueva lista que
incluye 124 serovares divididos en 18 serogrupos (w.H.0., 1967). La clasificacién actualmente
vigente se establecio en 1988 por el “Subcomité para la Taxonomia del Género Leptospira”
debido a la evidencia de que la anterior clasificacion habia quedado obsoleta y a la publicacion
por parte de varios autores de sus propias listas. En dicha clasificacion, que se reproduce
resumidamente en la tabla 2, figuran mas de 200 serovares agrupados en 26 serogrupos (Kmety y
Dikken, 1988 y 1993).

Inoculacion a conejo Titulo Absorciéon Titulo tras la absorcion
— — — CepaB ==== —
Suero anti-A absorbido
¢ Retienen mas del 10% titulo inicial?
Cepa B —> Suero anti-B — Cepa B ==== - Cepa B ====
] Suero anti-B Suero anti-B Suero anti-B absorbido

Figura 1.- Aplicacién del método de aglutinacién cruzada tras absorcion en la diferenciacion de
serovares de Leptospira interrogans.

2.1.2.2. Métodos alternativos

Dadas las limitaciones de los métodos clésicos, las investigaciones en los ultimos afios
se han encaminado a la busqueda de un método fiable y simple de clasificacion, que permita
obviar los importantes problemas que plantea el estudio de la epidemiologia de cepas muy
relacionadas entre si, presentes en diferentes especies animales y poblaciones. Esta necesidad,
y el reciente desarrollo de nuevas técnicas han llevado a trabajar principalmente en tres
sentidos: anticuerpos monoclonales, endonucleasas de restriccion y sondas de ADN.
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a) Anticuerpos monoclonales.- Los anticuerpos monoclonales reaccionan con
determinantes antigénicos especificos. Para la clasificacion de cepas leptospirales, se utilizan
paneles de anticuerpos monoclonales que reconocen patrones antigénicos propios de cada
serovar. Existen ya anticuerpos monoclonales disponibles para numerosos serogrupos: sejroe
(Terpsta et al., 1985), pomona (Terpstra et al., 1987), icterohaemorrhagiae (Korver et al., 1988), etc. Los
anticuerpos monoclonales facilitan la rapida tipificacion de estos serovares, pero no permiten
disinguir estirpes diferentes del mismo serovar.

b) Anadlisis con endonucleasas de restriccion (REA).- Este método se basa en el
reconocimiento de las caracteristicas electroforéticas de fragmentos de dacidos nucleicos
separados en geles de agarosa, previa digestion de los mismos con endonucleasas de
restriccion. A diferencia de las pruebas de aglutinacion cruzada y de anticuerpos monoclonales,
permite distinguir cepas diferentes del mismo serovar, por lo que se ha propuesto su utilizacion
para la clasificacion de leptospiras (Marshall et al., 1981; Thiermann et al., 1985; Eliis et al., 1988). Este método
se ha aplicado recientemente al ARN ribosomal (Perolat et al., 1990).

c) Sondas de ADN.- La aplicacion de la técnica “Southern-blot” con sondas de ADN
recombinante ha sido descrita como un valioso complemento para la caracterizacion de estirpes
leptospirales (zuerner & Bolin, 1990; Van Eys et al., 1991).

26 - TARASSOVI

SEROGRUPO SEROVARES MAS REPRESENTATIVOS
1 - AUSTRALIS australis, bratislava
2 - AUTUMNALIS autumnalis
3 - BALLUM ballum
4 - BATAVIAE bataviae
5- BUFONIS canicola
6 - BUTEMBO javanica
7 - CANICOLA
8 - CELLEDONI
9- CYNOPTERI
10 - DJASIMAN
11 - GRIPPOTYPHOSA grippotyphosa
12 - HEBDOMADIS hebdomadis
13 - HUANUCO
14 - ICTEROHAEMORRHAGIAE icterohaemorrhagiae, copenhageni
15 - JAVANICA poi
16 - LOUSIANA
17 - MANHAO
18 - MINI
19 - PANAMA
20 - POMONA pomona, mozdok
21 - PYROGENES pyrogenes
22 - RANARUM
23 - SARMIN
24 - SEJROE sejroe, hardjo, saxkoebing, wolffi
25 - SHERMANI

Tabla 2.- Serogrupos de L. interrogans y sus serovares mas representativos.
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2.1.3. Requerimientos nutritivos y de cultivo

Las leptospiras son aerobias y microaerofilas. Su crecimiento, en condiciones de
laboratorio, es 6ptimo a temperaturas entre los 28 y 30°C y rangos de pH entre 7,2 y 7,6. El
periodo de incubacién necesario para obtener un buen crecimiento es en general de 6 a 14 dias,
si bien puede variar segiin las distintas cepas entre unos pocos dias y 4 semanas o incluso
periodos mas largos (Faine y Stallman, 1982). Las leptospiras necesitan compuestos organicos como
acidos grasos de cadena larga y vitaminas B, (tiamina) y B, (cianocobalamina). Algunas cepas
patdgenas precisan para su crecimiento acidos grasos saturados e insaturados, mientras que
otras solo requieren acidos grasos saturados. Los &cidos grasos son la principal fuente de
carbono y energia para las leptospiras, siendo utilizados de modo directo dado que las
leptospiras son incapaces de sintetizarlos. Debido a la toxicidad inherente a estos acidos grasos
se deben aportar unidos a albuminas en los medios de cultivo. Ni los carbohidratos ni los
aminoacidos son fuentes adecuadas de carbono y energia para las leptospiras. Asimismo, la
fuente de nitrégeno no son los aminoacidos sino las sales de amonio. En las leptospiras
parésitas, el inicio del crecimiento puede estimularse mediante la adicidon de piruvato (Johnson y
Faine, 1984). Mientras que muchos de los medios clasicos desarrollados para el cultivo de las
leptospiras (Elinghausen y McCullough, 1965; Johnson y Harris, 1967) permiten el aislamiento de los
serovares de leptospiras menos exigentes, resultan poco adecuados para el cultivo de otros
como hardjo. Ellis ha obtenido mejores resultados en el cultivo de este serovar utilizando el
medio EMJH (Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris) suplementado con un 1 % de suero
de conejo o el que contiene Tween 80/40 (Eliis, 1986).

2.2. EPIDEMIOLOGIA
2.2.1. Distribucion geografica y prevalencia

La leptospirosis se encuentra presente practicamente en todo el mundo, aunque en
términos generales se considera que es mas frecuente en aquellas zonas y regiones de clima
himedo y célido, de suelos alcalinos y agua superficial abundante, factores que favorecen la
supervivencia y difusion del agente causal. Por las mismas circunstancias, la presentacion es
generalmente de cardcter estacional, variando con las condiciones climatoldgicas regionales.

2.2.1.1. La leptospirosis del ganado vacuno. Situacion mundial

El conocimiento de la leptospirosis en los distintos paises del mundo es bastante
desigual, habiendo sido estudiada mas amplia y profundamente en América del Norte y Europa
occidental; pero incluso en estas areas, la disparidad de metodologias y resultados hacen dificil
una valoracion global. Cabe destacar que, mientras la infeccion leptospiral es endémica en las
poblaciones animales de todo el mundo, s6lo unos pocos de los numerosos serovares existentes
son endémicos en un pais o region determinados (Thiermann, 1984). En la tabla 3 se muestra la
prevalencia de anticuerpos leptospirales en sueros bovinos en diferentes paises.
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La leptospirosis en los Estados Unidos estd ampliamente difundida, como queda
reflejado por las elevadas prevalencias seroldgicas halladas: 52 % (Cole et al.,, 1983), 51 % (Miller,
1986) Y 49 % (Miller et al., 1991). Los numerosos aislamientos realizados confirman este hecho y
demuestran la participacion de las leptospiras como causantes de abortos y mortinatalidad
(Kirkbride, 1993; Anderson et al., 1990). En todos los casos, el serovar hardjo ha sido el mas
frecuentemente detectado (Cole et al., 1983; Miller, 1986; Anderson et al., 1990; Miller et al., 1991; Kirkbride, 1993).

En Canada, la seroprevalencia varia con el area geografica, destacando el 26 % frente al
serovar pomona de Ontario (Prescott et al., 1988) y el 15,4 % frente al serovar hardjo de la Columbia
Britanica (Kingscote, 1985). Asimismo, se han identificado otros serovares como bratislava y
tarassovi, que eran considerados “exoticos” en el ganado vacuno (Kingscote, 1988).

El serovar hardjo es el mas prevalente en Australia. La incidencia de los demas
serovares, incluido el serovar pomona, es muy baja (Miner et al, 1980). Sin embargo, los resultados
negativos obtenidos en los cultivos y exdmenes histologicos realizados en fetos abortados
bovinos cuestionan el papel del serovar hardjo como responsable de abortos en este pais (Chappel
et al, 1989).

La leptospirosis en el Reino Unido sigue unas pautas diferentes a las del resto del
continente. Es de destacar que los serovares pomona, tarassovi y grippotyphosa no estan
presentes desde hace ya bastantes afios, mientras que el serovar hardjo y, en menor medida,
icterohaemorrhagiae y canicola son bastante frecuentes (Michna, 1967 y 1971). Existe un programa
de control de la enfermedad basado en la vacunacion, que se viene realizando frente a hardjo
desde 1983, y en la vigilancia para detectar la posible introduccion de serovares exoticos
(Pritchard, 1986).

En Irlanda, la situacion no difiere demasiado de la citada para el Reino Unido, siendo
muy notable el incremento de la prevalencia constatada del serovar hardjo, que ha pasado de
un 10 % en 1972 al 31,6 % en 1983 (Egan, 1986).

La seroprevalencia de la leptospirosis en Francia para 7 serovares (icterohaemorrha-
giae, grippotyphosa, australis, pomona, tarassovi, canicola y sejroe), en los afios 1983-1984,
reflejaba una positividad muy baja, entorno al 2 % (Gaumond y Trap, 1986), porcentaje muy inferior
al 24 % obtenido con solo 3 serovares, (icterohaemorrhagiae, grippotyphosa y australis) en los
anos 1963-1965 (Gaumont, 1966). En otro estudio, localizado en la region del Loira-Atlantico, se
encontrd una variacion estacional del 7,8 % en el verano al 17,5 % en el invierno, hecho que
los autores atribuyeron a un rapido descenso del nivel de anticuerpos tras la época de mayor
exposicién (Andre-Fontaine et al., 1988 ay b).

En Holanda, se ha observado una tendencia ascendente de la prevalencia global, que
vari6 del 3,9 % en 1974 al 26,1 % en 1983, y una variacion en la importancia relativa de cada
serovar, aumentando notablemente la prevalencia de los serovares hardjo, ballum, sejroe y
tarassovi y descendiendo la de pomona, grippotyphosa, canicola 'y copenhageni (Bercovich, 1986).
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AREA NUMERO N° SEROVARES PREVALENCIA SEROVARES AUTOR Y ANO
GEOGRAFICA MUESTRAS INVESTIGADOS % PREVALENTES
5.111 12 49,0 Hardjo Miller et al., 1991
Pomona
(> 1:100)
1.300 1 15,4 Hardjo Kingscote, 1985
(1982-84)
1.355 12 49,0 Hardjo 40 % Milner et al., 1980
(> 1 :32) Tarassovi 8 %
Ballum 4 %
47.031 16 34,4 Hebdomadis Pritchard, 1986
(1 979-83) Australis
2.415 1 31,6 Hardjo Egan, 1986
(1982-83) (> 1:100)
1.631 7 1,8 Sejroe 57 % Gaumont & Trap,1986
Australis 30 %
- > 1:100
(etizren) ( ) Canicola 7%
9.261 12 9,9 Hebdom. 41 % Desmecht, 1986
Australis 35 %
i > 1:500
(1 H68 84) ( ) Grippoty. 12 %
6.359 11 26,1 Grippoty. 22 % Bercovich, 1986
Copenh. 20 %
>1:100 P
ez ( ) Sejroe 19 %
5.000 13 2,2 Hebdomadis Pedersen, 1986
(> 1:100) Sejroe
B Grippotyphosa
500 5
5.130 5 0,1 Sejroe 0,05 % Schildt et al., 1987
Ictero 0,08 %
200 1 28,8 Hardjo Brieger y Brack, 1986
azar
500 sospechosas 1 5,0 Hardjo
11.081 11 2.4 Hardjo 53 % Schonberg et al., 1986
Grippoty. 21 %
> 1:400 PPOY
(k) ( ) Saxkoeb. 18 %
2.259 - 20,3 Hardjo 90 % Andreani et al., 1986
Bratislava 5 %
(1 982-83) Icterohaem. 3 %
711 20 23,3 Hardjo 78,3 % Collares-Pereira, 1991
(1986-89) (> 1:100)

Tabla 3.- Prevalencia de anticuerpos leptospirales en sueros bovinos en diferentes paises.
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La prevalencia de la infeccion en Dinamarca es muy baja, del 2,2 % sobre muestras
aleatorias y del 5,6 % sobre muestras de animales con alta incidencia de abortos. Se ha
observado una mayor prevalencia del serovar grippotyphosa en el Sur del pais durante los
meses de Septiembre a Diciembre, zona donde es muy comun el Microtus arvalis, que es un
reservorio reconocido de dicho serovar, lo que indica una correspondencia de la infeccion con
la época de pastoreo y la confiere un caracter estacional (Pedersen, 1986).

En Alemania se realizo en el afio 1994 un estudio ex-profeso con el fin de conocer la
prevalencia de la infeccidbn en su cabafia ganadera, y si era necesario adoptar medidas
especiales de control. Se muestre6 un 0,1 % del censo y se obtuvo, para un limite de
positividad por encima de 1:400, una prevalencia del 2,4 %, reconociendo el autor que si se
consideraran titulos inferiores la prevalencia se situaria entorno al 8,6 %. Los serovares mas
prevalentes fueron hardjo, grippotyphosa 'y saxkoebing (Schonberg et al., 1986).

La prevalencia de la infeccion en Portugal, estimada en base a sueros recogidos en el
Matadero Central de Lisboa durante el periodo 1986-89, fue del 23,3 %. En el 78,3 % de los
casos el serovar detectado fue el hardjo, constatindose una mayor prevalencia en las areas
costeras respecto a las del interior (Collares-Pereira, 1991).

En [Italia, uno de los pocos paises mediterraneos en el que podemos encontrar datos
sobre la prevalencia de la infeccion en el ganado vacuno, se constata una tendencia ascendente
de la misma, pasando del 14,7 % en el periodo 1970-81 a un 20,3 % en 1982-83, con una
participacion del serovar hardjo de casi el 90 %. La prevalencia es mayor en el Sur de Italia y
las islas, lo que se asocia a un sistema de explotacion mas extensivo (Andreani et al., 1986).

La leptospirosis de los animales domésticos ha sido poco estudiada en Espana. Los
primeros estudios se centraron en la especie canina (Covaleda y Pumarola, 1953). Diversos estudios
realizados con posterioridad demuestran la existencia de leptospirosis en el ganado vacuno de
nuestro pais y permiten conocer algunos de los serovares implicados. Asi, Covaleda y
Pumarola, en 1956, detectaron que el 16,8 % de los bovinos sacrificados en Barcelona y
Badalona mostraban aglutinaciones positivas frente a distintos serovares (7,9 % frente a
pomona). En la provincia de Leon se diagnosticd un foco de leptospirosis en un rebafio vacuno
con elevada casuistica de abortos, siendo el 23 % de los animales positivo frente al serovar
pomona (Cordero y Pla, 1959). Estos estudios iniciales confirman la necesidad de realizar
investigaciones mas extensas, que permitan determinar la difusion de esta infeccion en nuestro
ganado. Sin embargo, en una amplia revision de estos procesos realizada en nuestro pais una
década después (sainz Moreno, 1974), puede constatarse que los unicos datos existentes sobre la
prevalencia de la enfermedad en Espafia son los anteriormente comentados. En el afio 1976,
Ledén Vizcaino y Miranda sefialaron una prevalencia de la infeccion leptospiral en la provincia
de Cadiz del 46,5 %, siendo los serovares icterohaemorrhagiae y pomona los responsables del
40,3 % y 34,3 % de los casos positivos, respectivamente. Con posterioridad estudiaron diversos
focos en la provincia de Cérdoba, mayoritariamente causados por el serovar pomona (Leon et al.,
1977). Finalmente, Pumarola y col. sefialaron en 1987 una prevalencia del 4 % en explotaciones
de la provincia de Barcelona con casuistica de abortos, si bien el numero de animales
investigados fue muy escaso y el unico serovar detectado fue grippotyphosa.
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2.2.2. Factores del hospedador

En las infecciones por leptospiras, los determinantes relacionados con el hospedador
son en general menos importantes que aquéllos dependientes del agente o del ambiente. La
infeccion puede presentarse en la mayoria de las especies animales de sangre caliente, en el
hombre y en algunos animales de sangre fria.

En el ganado vacuno, todas las razas, edades y sexos son receptivas a la infeccion. Sin
embargo, la mayoria de los estudios epidemiologicos realizados no aportan datos que permitan
apreciar tendencias segin la raza, la edad y el sexo. Asimismo, estos factores no pueden
considerarse de modo independiente, como queda patente en un estudio realizado en Canada,
en el que se evidencid que las seroprevalencias frente a hardjo y pomona aumentaban con la
edad en los rebafios de carne, mientras que en el vacuno lechero esta tendencia sdlo se detectd
en el serovar hardjo (Prescott et al., 1988).

En cualquier caso, se sefiala una receptividad a la infeccion mayor en los animales
jovenes que en los adultos, desarrollando los primeros mas frecuentemente la forma
septicémica de la enfermedad; por lo que la mortalidad suele se mayor en los terneros y poco
frecuente en los animales adultos (Radostits et al., 1994).

Con respecto a la influencia del sexo, las referencias son muy escasas y de dificil
interpretacion. En Estados Unidos se obtuvieron tasas de aislamientos mayores en los toros que
en las vacas (Miller et al., 1991).

2.2.3. Factores del agente

Existen diferencias de virulencia entre los distintos serovares e incluso entre diferentes
cepas de un mismo serovar. Las formas mas graves de leptospirosis bovina son producidas por
cepas productoras de hemolisina de los serovares pomona, grippotyphosa e icterohaemo-
rrhagiae. Por el contrario, las infecciones debidas al serovar hardjo habitualmente se asocian
con signos clinicos moderados (Thiermann, 1984).

Mediante el andlisis del ADN con enzimas de restriccion se han evidenciado diferencias
entre las cepas del serovar hardjo aisladas en Nueva Zelanda y Estados Unidos (aparentemente
menos virulentas) y las aisladas en Europa. Para las primeras se propone la denominacién de
hardjo-bovis, con el fin de diferenciarlas de la cepa de referencia, hardjo-prajitno, a la que
pertenecen los aislamientos realizados en Europa (Thiermann y Eliis, 1986).

En condiciones de laboratorio, las cepas pierden su virulencia después de sucesivos
subcultivos en medios artificiales. Sin embargo, es posible la reversion a su virulencia original
mediante pases por animales receptivos (Van der Hoeden, 1958). Asimismo, puede producirse una
disminucién de la virulencia en los rebafios con infeccion endémica (Amatredjo y Campbell, 1975).

10
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2.2.4. Factores ambientales

De la triada hospedador-agente-medio ambiente, es éste ultimo el que tiene una mayor
importancia en la epidemiologia de la leptospirosis. Esto se debe fundamentalmente a que el
contagio se produce de forma indirecta y las leptospiras deben permanecer en el medio
ambiente desde que son excretadas de un hospedador hasta que penetran en otro. Ademas, al
carecer de pared externa protectora, son en general mas sensibles que otras bacterias a los
agentes fisico-quimicos. Por tanto, tienen una gran importancia todos aquellos factores
medioambientales que favorezcan o dificulten su supervivencia en el medio ambiente. De
hecho, la incidencia y distribucion de la leptospirosis en una region dependerdn en gran medida
de las condiciones geoclimaticas de la misma (van der Hoeden, 1958).

Los aspectos geograficos juegan un papel determinante en la presentacion de la
infeccion en diferentes areas. La existencia de tierras himedas o de aguas estancadas facilita la
difusion de las leptospiras, siendo el pH de gran importancia en ambos casos. Se han estudiado
los periodos de supervivencia de las leptospiras en suelos de diferentes caracteristicas,
destacando la influencia negativa de los suelos de pH acido; por el contrario, las leptospiras
pueden sobrevivir durante periodos de hasta 45 dias cuando el pH es neutro o ligeramente
alcalino (Okazaki y Ringen, 1957; Smith y Turner, 1961). La concentracion salina es también un factor a
considerar, asi el tiempo de supervivencia es inferior a 18-22 horas cuando la salinidad alcanza
el 2,2 % (Chang et al, 1948). La humedad es una condicion esencial para la supervivencia de las
leptospiras; en aguas superficiales son capaces de mantenerse viables y virulentas durante 22
dias, este plazo se acorta a 5-7 dias en aguas muy contaminadas (van Thiel, 1937).

Los aspectos macroclimaticos de mayor trascendencia en la epidemiologia de la
leptospirosis son la temperatura y la pluviometria. Se han determinado los periodos de
supervivencia en distintos rangos de temperatura: 8-9 dias entre los 5-6°C, 5-6 dias entre los
25-27°C y 3-4 dias entre los 31-32°C. Las temperaturas superiores a 32°C tienen un efecto muy
negativo para la supervivencia de las leptospiras (van der Hoeden, 1958). La aparicion de la “Fiebre
del cieno” causada por el serovar grippotyphosa es mas frecuente con temperaturas medias
mensuales entorno a los 18-19°C (kathe, 1950). La pluviometria determina la existencia de unas
condiciones de humedad adecuadas para la supervivencia de las leptospiras, dado que son muy
sensibles a la desecacion. Se ha constatado el caracter endémico de la infeccion en 4reas con
regimenes de lluvia muy frecuentes e intensas, donde el agua superficial es siempre abundante
(Torten, 1979). Sin embargo, en algunos estudios se ha encontrado una mayor correlacion de la tasa
de aislamientos con la temperatura que con la precipitacion (Kingscote, 1970). Dada la influencia de
los factores ambientales en la difusion de las infecciones por leptospiras, es 1l6gico pensar que
la leptospirosis tenga un caracter estacional y que éste sea diferente en las diversas areas
geograficas: En las regiones tropicales, dado que las condiciones ambientales adecuadas para la
difusion de las leptospiras estan presentes durante todo el afio, el riesgo de infeccion abarca la
totalidad del afio. En las regiones secas, se producen infecciones de caracter esporadico
alrededor de las fuentes de agua donde la concentraciéon de animales es muy alta. En las
regiones templadas es donde la estacionalidad en las infecciones serd mas patente, con una
mayor frecuencia en los meses lluviosos y calidos (Thiermann, 1984).

11
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Ademas de las variaciones de los factores macroclimaticos, existen las condiciones
microclimaticas de gran trascendencia en la presentacion de la infeccion en los rebafios
vacunos lecheros que permanecen estabulados durante la mayor parte del afio. En estos casos,
unas condiciones de humedad elevada en los alojamientos o patios favorecen la supervivencia
de las leptospiras, actuando como fuente de infeccion para los animales receptivos. El caracter
de la infeccion deja de ser estacional, produciéndose los picos de morbilidad durante la época
de partos (Blaha, 1989).

2.2.5. Aspectos ecologicos
2.2.5.1. Hospedadores de mantenimiento y hospedadores accidentales

La epidemiologia de la leptospirosis se fundamenta en la existencia de hospedadores de
mantenimiento ya que las estirpes patogenas no se multiplican fuera del hospedador. En
ausencia de aquéllos la infeccion tiende a ser autolimitante. La identificacion de las especies
animales que actian como reservorio para cada uno de los serovares es de gran importancia.
Las caracteristicas diferenciales mas destacables de los hospedadores de mantenimiento
(Blackmore y Hathaway, 1979) y de los hospedadores accidentales (Hathaway, 1981a) se muestran en la
tabla 4.

HOSPEDADOR DE MANTENIMIENTO HOSPEDADOR ACCIDENTAL
¢ Fuente de infeccion intraespecifica. ¢ Fuente de infeccion interespecifica.
e Alta receptividad. e Baja receptividad.
e Baja patogenicidad. e Alta patogenicidad.
e Formas cronicas. e [Formas agudas.
e Portadores crénicos renales. e Corta fase renal.
* Presentacién endémica. ¢ Presentacién esporadica.
e Baja respuesta en anticuerpos. e Alta respuesta en anticuerpos.
e Diagnostico dificil. ¢ Diagnostico mas asequible.
e Vacunacién poco eficaz para prevenir e Vacunacién eficaz.

la infeccion.

Tabla 4.- Caracteristicas diferenciales de los hospedadores de mantenimiento
y de los hospedadores accidentales.

La difusién de la infeccion en los hospedadores accidentales depende en gran medida

de las condiciones ambientales; por contra, en los hospedadores de mantenimiento la infeccion
se mantiene independientemente de las condiciones ambientales (Thiermann, 1984).

12
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2.2.5.2. Los animales domésticos como reservorio de Leptospira interrogans

Los roedores son los hospedadores de mantenimiento para la mayoria de los serovares.
Sin embargo, algunos serovares como hardjo y pomona estan adaptados a los animales
domésticos, con las consecuencias epidemioldgicas que de este hecho se derivan (Radostits et al.,
1994). En la tabla 5 se muestran los reservorios mas importantes de los principales serovares de
Leptospira interrogans.

SEROVAR HOSPEDADOR DE HOSPEDADOR
MANTENIMIENTO ACCIDENTAL

Hardjo Bovino. Ovino, hombre.

Pomona Porcino, bovino Bovino, ovino, raton de bosque y casero,

murciélago, gamo.

Grippotyphosa Murciélago, hamster, Bovino, ovino, porcino, ratéon, murciélago.
raton, ardilla.

Icterohaemorrhagiae Rata. Bovino, porcino.

Tabla 5.- Hospedadores mas importantes de diversos serovares de Leptospira.

a) El ganado porcino como reservorio del serovar pomona.- El serovar pomona ha sido
durante mucho tiempo la causa de infeccion predominante en el ganado porcino, especie a la
que se ha venido considerando como responsable de su mantenimiento, siendo la fuente
habitual de contagio para el ganado vacuno (van der Hoeden, 1958). Esta situacion parece estar
cambiando en los ultimos afios debido al uso generalizado de bacterinas frente a este serovar,
que ha hecho que otras infecciones adquieran actualmente mayor importancia (Radostits et al., 1994).
Por ejemplo, en Inglaterra, recientes estudios serologicos demuestran que este serovar no es
endémico en el porcino (Hathaway y Little, 1981; Hathaway et al., 1981); aunque se han descrito brotes
esporadicos de leptospirosis en bovinos causados por el serovar pomona ( Littie et al., 1980). En
base a lo citado, se puede asegurar que ni el ganado vacuno ni el porcino estan actuando como
hospedadores de mantenimiento de las estirpes britanicas de pomona y si, en cambio, lo
podrian estar haciendo algunos animales de vida libre, aunque todavia no existen estudios
suficientes al respecto (Little, 1986).

b) El ganado vacuno como reservorio del serovar hardjo.- El vacuno esta considerado
como el tnico hospedador de mantenimiento para el serovar hardjo en muchos paises del
mundo (Elis et al, 1981). La infeccion por este serovar estd ampliamente difundida en Gran
Bretana, Australia, Nueva Zelanda y Estados Unidos. La enfermedad se restringe a vacas
gestantes o en lactacion y en muchos casos existe inicamente un descenso en la produccion de
leche. Los brotes de enfermedad se producen cuando la infeccion entra por primera vez en un
rebafio no infectado, mientras que, cuando posteriormente, la infeccion se hace endémica sélo
los animales de reposicion presentan manifestaciones clinicas de caracter esporaddico (Radostits et
al., 1994).
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2.2.5.3. Los animales silvestres como reservorio de Leptospira interrogans

Como consecuencia de las altas tasas de infeccion por leptospiras detectadas en los
animales silvestres, se piensa que éstos juegan un papel importante en la difusion de la
enfermedad a los animales domésticos. Se han realizado muestreos seroldgicos en distintas
especies de vida libre (tabla 6): rata comun (Rattus norvegicus), ratobn comun (Mus musculus),
raton de campo (Apodemus agrarius), topillo campesino (Microtus arvalis), musaraia (Sorex
araneus), erizo comun (Erinaceus europaeus), tejon (Meles meles), ardilla (Sciurius
carolinensis), jabali (Sus scrofa), ciervo rojo (Cervus elaphus), por citar s6lo los mas
frecuentes. La frecuencia de infeccion varia considerablemente entre las distintas especies de
unas zonas a otras, pero en general se observa una gran difusion de la infeccidn, con niveles de
positividad bastante altos en algunos casos (Litle y Salt, 1975; Salt y Little, 1977; Hathaway et al., 1983; Trap,
1988; Desmecht y Smeets, 1989).

ESPECIE PAIS SEROVARES DETECTADOS AUTOR Y ANO
Ondatra zibethica Francia grippotyphosa, sejroe, icterohaemorrhagiae  Desmecht y Smeets, 1989
“ “ Holanda grippotyphosa Steinen et al., 1992
Rattus norvegicus Reino Unido  Serogrupo Icterohaemorrhagiae Salt y Little, 1977
Myoca stor coypus Francia icterohaemorrhagiae Trap, 1988
Erinaceus europaeus Reino Unido australis Salt y Little, 1977
Microtus agrestis Reino unido  pomona Little y Salt, 1975
Microtus arvalis Holanda grippotyphosa Kuiken et al., 1991
“ “ Croacia grippotyphosa Borcic et al., 1987

Tabla 6- Serovares de Leptospira interrogans detectados en diversos animales silvestres.

2.2.5.4. Cambios de preferencia de hospedador

La existencia de focos naturales de infeccion responde al hecho de que los distintos
serovares se encuentran en un area determinada, cuyos limites geograficos son los limites del
ecosistema del hospedador. A este respecto, se sefiala que las especies animales que actiian
como hospedadores de mantenimiento para una determinada serovariedad, lo pueden hacer s6lo
en un ecosistema dado. De tal manera, que cuando esta misma especie coloniza un nuevo
ecosistema en el que no existe el serovar al que normalmente se le ha asociado, puede
convertirse en hospedador de mantenimiento de otro serovar distinto. En base a estos cambios
de preferencia de hospedador, se sugiere la necesidad de revisar periddicamente las relaciones
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entre serovares particulares y sus hospedadores de mantenimiento, dado que la epidemiologia
de la leptospirosis es un proceso dindmico que cambia constantemente y cualquier variacion en
las relaciones parasito-hospedador pueden hacer variar la importancia relativa de los
hospedadores nuevos y viejos (Torten, 1979).

2.2.6. Fuentes de infeccion

La fuente de infeccion por leptospiras es usualmente un animal infectado que contamina
pastos, agua y alimentos con la orina, fetos abortados, placenta o exudados uterinos. Todos los
serovares de leptospiras se transmiten de esta forma, pudiendo pasar asi de una especie animal
a otra (Radostits et al., 1994).

2.2.6.1. Orina

La orina es la principal via de eliminacioén de leptospiras. El ganado vacuno, al ser un
hospedador adecuado para el mantenimiento del serovar hardjo, excreta leptospiras por la orina

durante largos periodos de tiempo, siendo ésta la principal fuente de infeccion entre bovinos
(Blackmore y Hathaway, 1979; Ellis et al., 1981).

La duracion de esta excrecion varia mucho, desde unas pocas semanas a mas de un afio
(Sullivan, 1970; Ellis y Michna, 1977; Hellstrom, 1978; Flint y Liardet, 1980; Mackintosh et al., 1980; Thiermann, 1982). Las
variaciones en los resultados obtenidos por los distintos autores pueden deberse a las diferentes
sensibilidades de las técnicas utilizadas, al serovar, a la edad, o a la receptividad del
hospedador. Los resultados de algunos estudios sugieren que la infeccion natural produce una
excrecion mas prolongada que la infeccidon experimental (Leonard et al., 1992).

Otro aspecto a considerar es la frecuencia de eliminacion. En algunos estudios se ha
evidenciado una excrecion de leptospiras intermitente y posiblemente estacional (Hathaway y Little,
1983; Ellis, 1990); en otros, las variaciones aparentemente estacionales se atribuyen al manejo, que
favorece la transmision de las leptospiras en un momento concreto del afio (Leonard et al., 1992).

Por otra parte la supervivencia de las leptospiras en la orina esta muy condicionada por
el pH de la misma. El ganado vacuno adulto tiene una orina de pH entre 7 y 8 (Kaneko, 1980), 1o
que permite la supervivencia de las leptospiras durante bastantes horas. Si la orina se elimina
sobre un suelo hiimedo o se diluye en el agua de lluvia, las leptospiras pueden mantenerse
viables hasta 2-3 semanas (Kirschner y Maguire, 1957). Sin embargo, algunos autores han constatado
que en los animales con infeccidn leptospiral se produce un descenso del pH urinario en torno a
la 6* semana post-infeccion lo que provoca una disminucion clave en el nimero de leptospiras
viables en orina (Leonard et al, 1992).

Incluso en condiciones de pH favorables, la supervivencia de las leptospiras esta
condicionada por la presencia de anticuerpos antileptospirales en la orina, cuyos efectos se
conocen desde hace muchos afios (van der Hoeden, 1936; Stuart, 1956), pero que fueron identificados
posteriormente (Hirschberg y Vaugh, 1973; Gordon, 1979).
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2.2.6.2. Exudados vaginales

En las infecciones del ganado vacuno por el serovar hardjo se ha comprobado que
puede permanecer en el utero gestante dando lugar a abortos (Eliis y Michna, 1977; Thiermann, 1982). A
pesar de que es bien conocida la excrecion de otros agentes infecciosos causantes de abortos en
los exudados genitales de los animales que han abortado, en las infecciones por leptospiras se
ha confirmado recientemente. Ellis, en infecciones naturales por el serovar hardjo, pudo
observar mediante inmunofluorescencia una gran cantidad de leptospiras en los exudados
vaginales de una vaca que habia abortado. Posteriormente, en infecciones experimentales con
el serovar hardjo en vacas gestantes, consigui6 aislar leptospiras de los exudados vaginales de
todas ellas, persistiendo esta eliminacion hasta el octavo dia tras el parto o el aborto (Elis et al.,
1986a).

2.2.6.3. Semen

Las observaciones realizadas en rebafios infectados por el serovar hardjo apuntan
frecuentemente a los toros como el origen de la introduccion de la infeccidon. Sin embargo, en
muy pocas ocasiones se ha logrado aislar este serovar del tracto genital de los toros. Ellis,
consiguio aislar por primera vez el serovar hardjo de la vesicula seminal, epididimo y testiculo
de 3 toros sacrificados en mataderos (Eliis et al., 1986b). En cambio, en otro estudio realizado en
Canada, no se consigui6 trasmitir la infeccion leptospiral en hembras receptivas a las que se
insemin6 con semen fresco de un toro seropositivo al serovar hardjo (Gale y Kingscote, 1989). Dada
la trascendencia que tiene esta posible fuente de contagio, la mayoria de los centros de
inseminacion artificial realizan periddicas pruebas serologicas con el fin de detectar la
presencia de anticuerpos leptospirales. Sin embargo, el hecho de que muchas infecciones
causadas por el serovar hardjo muestren titulos inferiores a 1/100 hace que algunos animales
infectados puedan no detectarse mediante estas pruebas (Elis et al., 1981). La adicion de
antibioticos al semen parece reducir el riesgo de infeccion, al menos cuando se compara con la
monta natural en rebafios de aptitud carnica (Kingscote, 1986) .

2.2.6.4. Otras fuentes de infeccion

La supervivencia de las leptospiras en los cadéveres estd condicionada por el pH post-
mortem de los tejidos y por la accion antagénica de otras bacterias contaminantes. Los periodos
de viabilidad descritos son muy dispares, desde unas pocas horas hasta 33 horas post-mortem
(Bernkopf et al, 1948).

La leche de los animales infectados puede contener leptospiras; sin embargo, no se han
descrito brotes de la infeccion originados por esta via, lo que puede deberse a la presencia de
mecanismos defensivos especificos en la leche capaces de combatir eficazmente las leptospiras
(Van der Hoeden, 1955).
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2.2.7. Modos de transmision

La leptospirosis penetra generalmente en una poblacion virgen por medio de animales
infectados de la misma especie o de otra especie diferente. El contagio se produce cuando
animales receptivos pastan en campos o beben agua contaminada (Blaha, 1989).

2.2.7.1. Horizontal

a) Piel.- La penetracion de las leptospiras a través de abrasiones de la piel, por contacto
con el cieno o agua contaminados con orina, se ha considerado desde hace afios como una de
las formas de transmision mas frecuentes (Sutherland et al, 1949), pudiendo ser confirmado

experimentalmente en las infecciones por el serovar pomona en el ganado vacuno (Ringen y
Bracken, 1956; Doherty, 1967a,b,c).

b) Mucosas.- Las membranas mucosas oral, nasal o conjuntival son junto con la piel, los
puntos de entrada mas habituales. La via oral, por ingestion de agua o alimentos contaminados,
parece en principio la mdas probable, a pesar de que los intentos de reproducirla
experimentalmente han sido fallidos (Field & Sellers, 1950). Por el contrario, si ha sido posible
inducir experimentalmente la infeccion en el ganado vacuno mediante la instilacion de
suspensiones de leptospiras en el saco conjuntival (Ringen et al., 1955; Van der Hoeden, 1955), O
pulverizacion en fosas nasales como ocurre durante la miccion en que pequeiias gotas de orina
pueden dispersarse en el aire a varios metros del animal (Baker y Little, 1948; Ringen y Bracken, 1956).

Existe controversia en cuanto a la posible transmision venérea de la infeccion, ya que se
han obtenido resultados muy dispares en infecciones experimentales (Eliis et al., 1986b; Gale y
Kingscote, 1989). La contaminacion del semen por orina infectada puede conducir a que puedan
aislarse leptospiras de aquél, sin que pueda hablarse estrictamente de transmision venérea. A
pesar de que existe un riesgo potencial de trasmision de leptospiras mediante inseminacion
artificial (IA), algunos autores consideran que este riesgo es minimo debido al efecto
combinado de la diluccion del semen (que reduce consecuentemente el nimero de leptospiras)
y de la adicidn de antibioticos activos frente a las leptospiras (Sleight 1965; Mitchell, 1983; Parez, 1984).

2.2.7.2. Vertical

a) Transplacentaria.- Se ha demostrado experimentalmente la capacidad de las
leptospiras de atravesar la placenta durante el periodo de leptospiremia (Fennestad y Borg-Petersen,
1958 y 1962).

b) Lactogénica.- Los serovares pomona y hardjo pueden producir en algunos casos
mamitis, excretandose leptospiras con la leche que pueden incluso infectar al ternero (Sullivan,
1974). A pesar de que se han planteado dudas sobre esta ruta de infeccion en leche por la
presencia de anticuerpos y de sustancias antimicrobianas (Kirschner y Maguire, 1955; Carbrey y Packer,
1969), se ha logrado aislar leptospiras de la misma (Little y Baker, 1950; Mitchell et al., 1960).
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2.3. PATOGENIA

La patogenia de la leptospirosis esta influenciada por diversos factores tales como el
serovar, la especie hospedadora, la edad y otros muchos. Sin embargo, es posible hablar de
unos estadios basicos comunes en la infeccion:

2.3.1. Fase de penetracion

Las leptospiras son capaces de penetrar a traves de la piel erosionada o de las
membranas mucosas intactas, alcanzando posteriormente el higado por via linfatica y
multiplicandose en el mismo durante aproximadamente una semana, antes de invadir el torrente
circulatorio (Sullivan, 1974).

2.3.2. Fase de leptospiremia

La fase de leptospiremia tiene una duracion variable, desde unas pocas horas hasta 7
dias (Thiermann, 1984; Hagan y Bruner, 1988). Las leptospiras se multiplican activamente en la sangre
produciendo diversas alteraciones, siendo la mas caracteristica la hemdlisis intravascular. Sin
embargo, la destruccion de gldbulos rojos no es una caracteristica constante de todas las
infecciones leptospirales, sino que depende de que un determinado serovar produzca o no
hemolisina. Por ejemplo, el serovar hardjo no la produce, mientras que si lo hace el serovar
pomona, aunque en los animales adultos pocas veces tiene lugar una hemolisis suficientemente
intensa como para provocar hemoglobinuria (Thiermann, 1984). La accién hemolitica es producida
por fosfolipasas. Los eritrocitos del vacuno y del ovino tienen una membrana externa con
mayor contenido en esfingomielina, razéon por la que en estas especies es mas frecuente el
cuadro agudo hemolitico (Amatredjo y Campbell, 1975). Se han observado cambios morfologicos en
los eritrocitos de terneros a los que se inoculd una toxina no purificada obtenida a partir del
serovar pomona. Los globulos rojos dafiados son fagocitados por los macréfagos, incluso antes
de que se produzca la hemolisis intravascular (Thompson, 1986; Thompson y Manktelow, 1986).

Asimismo, se han realizado estudios que demuestran la existencia de quimiotropismo
de las leptospiras por la hemoglobina (Hiramune et al., 1990), propiedad observada en las cepas
virulentas, pero no en las avirulentas, aunque pertenezcan al mismo serovar, ni en las saprofitas
(Yuri et al., 1993).

Cuando la destruccion de eritrocitos es suficientemente extensa se libera gran cantidad
de hemoglobina, que en parte se elimina por la orina dando lugar a la hemoglobinuria
caracteristica de las formas agudas de leptospirosis. Otra parte de la hemoglobina es degradada
en el higado, dando lugar a la formacion de bilirrubina, que pasa a la sangre y de ahi a los
tejidos donde su deposito origina ictericia de intensidad variable. La hematuria, en cambio, es
consecuencia de la accion de las hemolisinas en los tubulos renales. La anemia es con la
ictericia, la hemoglobinuria y la hematuria otra de las consecuencias del sindrome hemolitico
(Prescott, 1993).
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2.3.3. Fase de distribucion organica

Las leptospiras se difunden por sangre distribuyéndose a diversos drganos parenqui-
matosos, especialmente los rifiones, liquido cerebroespinal y humor vitreo. Esta fase puede ir
acompafiada de sintomas clinicos, principalmente en los animales jovenes. Asimismo, en las
infecciones por el serovar hardjo se ha podido comprobar la localizacion de las leptospiras en
el tracto genital, tanto en oviducto, Utero y vagina de las hembras (Eliis y Michna, 1977; Thiermann, 1982),
como en prostata y vesicula seminal de los machos (Elis et al., 1986b), asi como también en la
glandula mamaria (Sullivan, 1974).

2.3.3.1. Tracto genital

Las formas clinicas de leptospirosis, principalmente las producidas por el serovar
hardjo, se han asociado habitualmente con muerte fetal, mortalidad perinatal y nacimiento de
terneros débiles, sin que existan en la mayoria de los casos otro tipo de manifestaciones. Estos
trastornos reproductivos son consecuencia de la invasion del feto durante el estadio septicémico
de la enfermedad. Sin embargo, los abortos se producen unas semanas después de la fase
septicémica, tiempo requerido para producirse las alteraciones del feto que le llevan a la
muerte generalmente 24 horas antes de ser expulsado (Elis et al., 1986a).

Las infecciones experimentales en ganado vacuno gestante han contribuido
notablemente al conocimiento de la patogenia de este proceso. Los estudios se han centrado en
los ultimos afos en el serovar hardjo que, por estar adaptado al ganado vacuno como
hospedador de mantenimiento, produce trastornos reproductivos de caracter menos esporadico
que otros serovares.

En 1977 se consiguieron reproducir por primera vez los abortos y la mortalidad
perinatal que se venian observando desde hacia afos en las infecciones naturales. La utilizacién
de la cepas aisladas de animales con trastornos reproductivos fue un factor determinante del
éxito de la experiencia (Elis y Michna, 1977). En estudios posteriores, se logroé reproducir
practicamente la totalidad de los signos clinicos observados en las infecciones naturales
(abortos, momificaciones, muerte perinatal, nacimientos prematuros, ausencia de retenciones
placentarias) y se encontré6 que los animales de mayor edad eran menos receptivos a la
infeccion (Eliis et al., 1986a).

Existen indicios de que la receptividad de los fetos a la infeccion por leptospiras decrece
con el tiempo de gestacion (Elis et al., 1986a), lo que parece estar relacionado con su capacidad
para desarrollar una respuesta inmune efectiva. Sin embargo, se ha observado que fetos
infectados por el serovar hardjo pueden sobrevivir a la fase septicémica y no tener anticuerpos
aglutinantes (Eliis et al., 1982b).
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2.3.3.2. Glandula mamaria

Se ha descrito un peculiar tipo de mamitis en el ganado vacuno que padece una
infeccion leptospiral (Higgins et al., 1980). Estos procesos se caracterizan por flacidez de los 4
cuarterones, disminucion o cese de la produccion de leche, elevacion de los contajes celulares,
y aspecto calostral de la secreccion. Después de 2 a 10 dias, la produccion lactea vuelve a sus
niveles normales, independientemente de la aplicacion o no de antibidticos. En algunos de
estos casos se han logrado aislar leptospiras del serovar hardjo a partir de la leche (Ellis et al., 1976;
Higgins et al., 1980).

La disminucion de la produccion lactea es dificilmente detectable en el ganado vacuno
de aptitud carnica, dando lugar a un menor desarrollo de los terneros al no disponer del aporte
suficiente de leche (Hanson, 1980).

2.3.4. Fase de leptospiruria

El final de la fase de leptospiremia se caracteriza por la produccion de anticuerpos, que
en poco tiempo eliminan las leptospiras de la sangre, pero no de otras areas donde las
inmunoglobulinas acceden con mayor dificultad, como es el caso de los tibulos contorneados
proximales del rifion (Prescott, 1993). Tras el acantonamiento de las leptospiras en los tibulos
contorneados renales, se produce la eliminacion de leptospiras en la orina; esta fase tiene una
duracién muy variable (Leonard et al.,, 1992): los hospedadores de mantenimiento presentan una fase
larga de leptospiruria mientras que, los hospedadores accidentales tienen una fase renal de corta
duracion, pudiendo no producirse la eliminacion de leptospiras por la orina (Thiermann, 1984).

2.3.4.1. Nefritis intersticial

La nefritis intersticial en el ganado vacuno es consecuencia de la localizacién de las
leptospiras en los tibulos contorneados de las nefronas y que, a pesar de que se ha asociado con
la infeccion por muchos serovares (Amatredjo y Campbell, 1975), N0 se presenta o es minima en las
infecciones por el serovar hardjo (Sullivan, 1974; Skilbeck et al., 1988). Aunque las leptospiras son
llevadas por el torrente sanguineo a todos los 6rganos y tejidos, al comenzar la produccion de
anticuerpos solo sobreviven las situadas en los tubulos renales. Inicialmente, las leptospiras
penetran los tibulos renales en todos los niveles de la nefrona, pero se piensa que el filtrado
glomerular es perjudicial para su supervivencia, por lo que permanecen mayoritariamente en
los tibulos contorneados proximales (Thompson y Manktelow, 1989). La persistencia de las leptospiras
en las zonas renales lesionadas es la causa de una prolongada leptospiruria, que generalmente
puede detectarse a las 2 semanas del comienzo de la infeccion. En los casos mas graves, la
nefritis intersticial puede provocar uremia y la muerte del animal (Radostits et al., 1994). Sin
embargo, el fallo renal, que es relativamente frecuente en las infecciones por el serovar
canicola en perros, se presenta en muy pocas ocasiones en el ganado vacuno (Prescott, 1993).
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2.4. RESPUESTA INMUNE A LA INFECCION

La respuesta inmunitaria del ganado vacuno frente a las infecciones leptospirales ha
sido estudiada tanto en infecciones naturales (Hellstrom, 1978) como experimentales (Adler et al., 1982;
Thiermann, 1982; Vahdat et al., 1983; Thiermann y Handsaker, 1985). Con estas ltimas se trata de obviar la
dificultad que supone estimar el tiempo que lleva establecida una infeccion cuando la
detectamos por primera vez. La inmunidad parece ser Unicamente de cardcter humoral; los
anticuerpos circulantes opsonizan las leptospiras, provocando el cese de la bacteriemia.
Inicialmente, se produce una elevacion en los niveles de las Ig M, a la que sigue una elevacion
mas marcada de las Ig G (Thiermann, 1984).

2.4.1. En el animal adulto

2.4.1.1. Respuesta inmune humoral

En general, los titulos de anticuerpos detectables mediante el MAT siguen una pauta
inicial de fuerte ascenso logaritmico seguida de un descenso de similares caracteristicas durante
los primeros meses post-infeccion, adquiririendo finalmente una tendencia casi lineal que
puede prolongarse por mas de 5 afios (Hellstrom, 1978).

Las infecciones experimentales han permitido mejorar el conocimento de la cinética de
los anticuerpos antileptospirales a los distintos serovares. Asi, se han evidenciado periodos de
persistencia mas largos para el serovar hardjo (240 dias) que para el pomona (39 dias)
(Fairbrother, 1985).

La seroconversion es mas lenta en las infecciones naturales que en las infecciones
experimentales por via parenteral. En infecciones experimentales por via intravenosa con el
serovar hardjo, los primeros anticuerpos se detectan a los 4 dias (Thiermann, 1982); a los 6 dias por
via intramuscular (Adler et al., 1982) y a los 14 dias por via conjuntival (Thiermann y Handsaker, 1985).
Esta ultima ruta es la que simula de modo més adecuado la infeccion natural. La infeccion
experimental por via intrauterina produce titulos bajos no evindeciables hasta los 14 dias (vahdat
etal., 1983).

El estudio de brotes de leptospirosis en rebafios pone de manifiesto la utilidad de los
perfiles serologicos en el andlisis del comportamiento de la infeccion. El seguimiento
serologico de la infeccion en un rebano lechero en el que se detectd un brote por el serovar
hardjo, reveld que el 87 % de los titulos positivos iniciales habian descendido 16 meses
después. La representacion grafica de la distribucion de los animales segun el titulo es
inicialmente bimodal, con dos picos que se corresponden con el valor 0 (animales negativos) y
con el titulo 1/512, para adquirir 16 meses después una forma lineal, reflejo del elevado
porcentaje de animales negativos y de los bajos titulos que presentan los casos positivos (Durfee y
Allen, 1980).
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Algunos autores consideran que la respuesta en anticuerpos sérica y urinaria son
independientes (Hathaway, 1981b; Morse et al., 1958). Se ha demostrado la presencia de anticuerpos
urinarios en ausencia de proteinuria, sugiriéndose que la produccion de dichos anticuerpos es
local y que la relacion anticuerpos-proteina en la orina es diferente de la que se produce en el
suero (Stuart, 1956). Sin embargo, estudios mas recientes indican que la presencia de picos
coincidentes en las curvas de produccién de Ig G anti-hardjo en el suero y en la orina no
pueden ser casuales sino el reflejo de una estimulacion general de las células B de memoria en
todo el organismo (Leonard et al., 1993).

El seguimiento de la eliminacién urinaria del serovar hardjo en ganado vacuno
infectado experimentalmente parece indicar que el incremento de los niveles de anticuerpos
urinarios es capaz de eliminar las leptospiras de los rifiones, sin que el posterior descenso en los
niveles de éstos de lugar a la reaparicion de leptospiras viables en la orina (Leonard et al., 1993).
Estos resultados apoyan la hipotesis de la completa eliminacion de las leptospiras del tracto
urinario como consecuencia de la respuesta local de anticuerpos, y a pesar de que contrastan
con otros estudios anteriores (Hathaway, 1981b; Faine, 1962; Morse et al., 1958), ninguno de ellos ha sido
realizado en ganado vacuno.

El efecto de los niveles de anticuerpos urinarios sobre la transmisibilidad de las
leptospiras no ha sido claramente establecido. Sin embargo, la escasa viabilidad de las
leptospiras en la orina que presenta una elevada tasa de anticuerpos hace muy improbable la
transmision natural de la infeccion. Este aspecto es de gran relevancia en el control vacunal de
la leptospirosis (Leonard et al., 1993).

2.4.2. En el feto

En los rumiantes, no hay transferencia trasplacentaria de inmunoglobulinas entre la
madre y el feto (Brambell, 1970). En consecuencia, las inmunoglobulinas presentes en el feto se
deben a la respuesta inmune activa por parte de los mismos (Shultz, 1973). El feto bovino es capaz
de responder inmunoldgicamente a muchos antigenos desde el 4° mes de gestacion (Elis et al.,
1978). El examen serologico de sueros fetales es de utilidad en la identificacién de agentes
infecciosos que han infectado al feto cuando es inmunoldgicamente competente. Para ello, es
preciso que el feto haya sido capaz de sobrevivir a la infeccidn el tiempo suficiente como para
producir niveles detectables de anticuerpos circulantes (Elis et al., 1978). Ellis y otros, en un
estudio realizado sobre 218 abortos bovinos y 196 fetos, aparentemente normales, obtenidos en
matadero, detectaron anticuerpos anti-leptospiras en el 6,9 % de los abortos (6,4 %
hebdomadis, 0,5 % icterohaemorrhagiae) y ningiin caso positivo entre los de matadero. Los
anticuerpos detectados fueron mayoritariamente de la clase Ig M (Eliis et al., 1978).

No obstante, la serologia fetal, por si sola, no permite establecer con exactitud la

prevalencia de la infeccion por leptospiras en los fetos abortados. Por esta razon, algunos
autores indican que la determinacion de anticuerpos en el feto debe ir acompaifiada de la
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deteccion antigénica y de aislamientos a partir de rifion. Mediante la utilizacién conjunta de
estas técnicas Ellis y otros encontraron unas positividades del 41,6 % en los fetos tomados al
azar y del 68,9 % en fetos procedentes de rebafios con problemas reproductivos (Eliis et al., 1982b).

2.4.3. Inmunidad humoral y diagndstico serolégico

Las pruebas seroldgicas miden la concentracion de anticuerpos, que es mas indicativa
de la respuesta inmune que de la gravedad de la enfermedad. Existen animales seronegativos
que eliminan leptospiras con la orina ya que esta localizacion no estimula la respuesta inmune
sistémica (Hanson, 1980). En consecuencia, la interpretaciéon de los resultados seroldgicos no
resulta facil, especialmente cuando se trata de muestras individuales de animales que han
sufrido la infeccion hace tiempo y que pueden presentar una tasa de anticuerpos muy baja en el
momento en que se realiza el andlisis. Por el contrario, cuando estas pruebas se aplican a
rebafios infectados, es bastante probable que alguno de los animales haya adquirido la infeccion
recientemente, presentando titulos altos facilmente detectables (Radostits et al., 1994).

El diagndstico de los abortos leptospirales plantea mayores problemas puesto que es una
secuela cronica de la infeccidon, que se produce semanas después de la leptospiremia, con
titulos de anticuerpos en fase descendente y muchas veces por debajo de niveles detectables
(Elis, 1990). A este respecto, debe comentarse la confusion que ha creado entre los veterinarios
clinicos la lectura de textos en los que se siguen criterios de medicina humana, basados en el
paciente hospitalizado que padece la forma aguda de la enfermedad, cuando en los animales
domésticos son las secuelas cronicas, como los abortos o la existencia de portadores renales, las
que revisten especial trascendencia (Eliis, 1986). Por el contrario, el diagnostico serologico de la
agalaxia plantea menos dificultades ya que la localizacion de las leptospiras en la glandula
mamaria se produce poco después de finalizar la fase de leptospiremia, momento en el que la
produccion de anticuerpos esta aumentando de forma muy manifiesta (Eliis, 1986).

En la figura 2 se muestra la evolucion de los titulos de anticuerpos frente el serovar
hardjo, detectables mediante el MAT, y su correspondencia con la presentacion de las
principales manifestaciones clinicas.

Titulo

Agalaxia

Abortos
/ |

! \

5 20 N 70-140 Dias post-infeccion

Figura 2.- Cinética de anticuerpos y manifestaciones clinicas de la infeccion por L. hardjo en vacas.
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2.5. DIAGNOSTICO

La capacidad de los laboratorios para diagnosticar adecuadamente la leptospirosis de los
animales domésticos varia considerablemente. Esto se debe en parte al desconocimiento de las
limitaciones inherentes a cada una de las técnicas, a sus diferentes significados segliin los
estadios de la infeccion, y también, a una vision errénea, como si de casos humanos agudos se
tratara, cuando en los animales domésticos son las secuelas cronicas de la infeccion las
verdaderamente relevantes (Eliis, 1986).

2.5.1. Técnicas de cultivo y aislamiento

Mediante las técnicas oportunas se pueden diagnosticar la leptospirosis en cualquiera de
sus presentaciones (aguda o cronica), pero el proceso es lento, laborioso y poco adaptable al
procesamiento de gran numero de muestras.

Se han descrito muchos medios para el cultivo y aislamiento de las leptospiras
patogenas. Basicamente todos ellos se pueden encuadrar en alguno de los 3 grupos siguientes:
medios enriquecidos con suero de conejo (Fletcher, 1928), medios con seroalbumina bovina
(Ellinghausen- Mc Cullough, 1965; Johnson y Harris, 1967; Ellinghausen, 1983) y medios con bajo contenido en
proteina (Bey y Johnson, 1978). Muchos de estos medios son perfectamente adecuados para el
cultivo de los serovares menos exigentes, pero totalmente inadecuados para los serovares mas
exigentes en requerimientos nutritivos, como es el caso del serovar hardjo y de otros serovares
englobados en el serogrupo Australis. En estos casos, resulta mas adecuado un medio que
contenga Tween 80/40, piruvato sodico, hidrolizado de lactoalbimina, superoxidodismutasa y
seroalbumina bovina (Eliis, 1986). Con todo, la técnica de cultivo y la experiencia son factores
determinantes para el éxito en el aislamiento de las leptospiras (Elis, 1986).

2.5.2. Métodos microscopicos directos

En general, los métodos microscopicos directos tienen el inconveniente, con respecto a
las pruebas serologicas, de que si no existe un nimero minimo de leptospiras viables no es
posible su deteccion. Por otra parte, la ineficacia de los colorantes de anilina para teiiir las
leptospiras limita grandemente las técnicas posibles de utilizar.

a) Observacioén en campo oscuro y tincidn argéntica.- Son técnicas clasicas en humana.
La observacion en campo oscuro se utiliza para la deteccion de leptospiras en orina y la tincion
argéntica en preparaciones de tejidos. Sin embargo, con estas técnicas solo es posible establecer
un diagnoéstico certero cuando existe un nimero importante de microorganismos viables y se
cuente con personal experimentado que evite confusiones con numerosos “artefactos” que se
asemejan mucho a las leptospiras (Thiermann, 1982; Hagan y Bruner, 1988). Hay que resefiar, como grave
inconveniente de la observacién en campo oscuro de muestras de orina de ganado vacuno, la
baja concentracion de leptospiras en los portadores renales y la intermitencia de su eliminacion.
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b) Inmunofluorescencia (IF) e inmunoperoxidasa.- Tanto la técnica de inmunofluores-
cencia, utilizando luz transmitida (Maestrone, 1963; Smith et al., 1967) 0 incidente (Eliis et al., 1983), como la
de inmunoperoxida (Tripathy y Hanson, 1974) resultan mucho mas adecuadas para la deteccion de las
leptospiras en los tejidos de animales domésticos (Boulanger y Robertson, 1961; Miller et al., 1989). En
ambos casos no se precisa que las leptospiras sean viables. Ademas, si se cuenta con un
antisuero adecuado y correctamente purificado no deberian presentarse problemas de
“artefactos” ni de especificidad. Los antisueros deben elaborarse siempre que sea posible a
partir de cepas locales de los serovares mas frecuentes en el area de estudio (Miller et al., 1989).

2.5.3. Pruebas serologicas

Se han descrito una gran variedad de pruebas serologicas que tienen diferente grado de
especificidad de género, serogrupo y serovar. Entre ellas, podemos citar la aglutinacion
microscopica (MAT) y la macroscopica, la fijacion del complemento (FC), la inmuno-
fluorescencia indirecta (IFI), la hemaglutinacion indirecta, la prueba de lisis con eritrocitos
sensibilizados y el ELISA. De todas las pruebas resefiadas, las mas fiables para el diagnostico
de la infeccion en los animales domésticos son la aglutinaciéon microscopica y la fijacion de
complemento, aunque se espera que el ELISA séa en poco tiempo de gran valor (Eliis, 1986).

a) Prueba de aglutinaciéon microscépica (MAT).- Es la técnica serologica més utilizada
en el diagndstico de la leptospirosis (Cole et al.,, 1973). Su origen se remonta a 1918, afio en el que
Martin describié que las suspensiones vivas de leptospiras eran aglutinadas por el suero de
pacientes que habian padecido la enfermedad de Weil (Martin y Pettit, 1918). Pese al tiempo
transcurrido desde su descubrimiento, el MAT sigue siendo en la actualidad el test de
referencia para el diagnostico de la leptospirosis y para evaluar otras pruebas. Para su
realizacion se necesitan los antigenos representativos de los serogrupos presentes en el area de
estudio y en la especie animal objeto de estudio. EI MAT muestra una considerable
especificidad de serogrupo y es capaz de detectar niveles bajos de anticuerpos circulantes. Esta
prueba detecta Ig G e Ig M y se utiliza en el diagnostico clinico y encuestas epidemioldgicas.
Sin embargo, tiene una serie de inconvenientes como son: la laboriosidad del método, poco
automatizable al exigir el mantenimiento de cultivos vivos de diferentes serovares de
leptospiras y el riesgo sanitario que entrafia para el personal que lo manipula. El MAT no
permite diferenciar los anticuerpos vacunales de los de la infeccion (Elis et al., 1981).

b) Aglutinaciéon macroscopica.- Para obviar los inconvenientes derivados de trabajar
con cultivos vivos de leptospiras, se han desarrollado pruebas de aglutinacion que utilizan
cultivos concentrados de leptospiras inactivados por formol. La mas utilizada es la que emplea,
como antigeno, el serovar patoc de Leptospira biflexa que es aglutinado por el suero de
animales infectados por numerosos serovares (Elian y Nicoara, 1964; Nicolescu, 1982). Sin embargo,
estas técnicas son mucho menos sensibles que el MAT y no identifican el serovar (Elis, 1986).
Asi, en un estudio sobre mas de 1000 sueros de distintas especies de animales domésticos, la
aglutinacién macroscopica con el serovar patoc tuvo una sensibilidad de tan solo el 24 %
respecto al MAT (Batza y Weiss, 1987).
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¢) Fijacion del complemento (FC).- Esta prueba puede ser de gran utilidad en el cribado
de las muestras, previamente a su confirmacion mediante el MAT (Hodges, 1974), si se emplean
antigenos polivalentes adecuados (Little et al., 1980). Tiene el gran inconveniente de su menor
sensibilidad, ya que no detecta titulos bajos de anticuerpos (Eliis et al., 1982a).

d) ELISA.- Desde la pasada década, varios autores han propuesto al ELISA como
alternativa al MAT, por su mayor sensibilidad y por la capacidad de diferenciar los distintos
tipOS de inmunoglobulinas (Adler et al., 1980; Thiermann y Garret, 1983; Bercovich et al., 1990; Tagliabue et al.,
1994). En la actualidad, el mayor problema es su falta de especificidad, aunque se espera que
este inconveniente pueda ser resuelto en proximos anos.

2.5.4. Técnicas alternativas

Dejando a un lado las técnicas de anticuerpos monoclonales y de endonucleasas de
restriccion, mas aplicables a la tipificacion de serovares que al diagnostico de rutina, se han
desarrollado en los tltimos afios técnicas alternativas a las ya citadas.

a) Actividad aminopeptidasa.- Esta actividad ha sido detectada en todas las cepas
leptospirales, pero presenta un patrén diferente en las estirpes saprofitas y patdgenas, lo que
podria ser la base de un sistema rapido de diferenciacioén entre ambas (Neill et al., 1986).

b) Pruebas dérmicas.- En Alemania se han realizado pruebas dérmicas con alergenos
(leptospirina) en diferentes especies animales, obteniéndose los mejores resultados en el
ganado porcino (Schonberg, 1986).

c) Sondas de ADN.- Su utilizaciéon con fines diagnosticos ha sido estudiada en
numerosos laboratorios con la finalidad principal de lograr una sonda especifica de especie,
capaz de diferenciar las estirpes patdgenas y no patdogenas (Millar et al., 1987; Terpstra et al., 1986;
LeFebvre, 1987; Van Eys et al., 1988; Fach et al, 1991). También se han utilizado estas sondas en la
diferenciacion de cepas de un mismo serovar, como las dos variantes del serovar hardjo:
hardjobovis y hardjoprajitno (LeFebvre, 1987; Ramadass y Marshall, 1990).

d) Reaccién en cadena de la polimersa (PCR).- Con el fin de mejorar la sensibilidad de
las sondas de ADN, se han ensayado técnicas de amplificacion genética como el PCR. Estas
técnicas son muy especificas y podrian dirigirse a la deteccion de serovares e incluso estirpes
no diferenciables mediante las pruebas seroldgicas (Woodward et al., 1991; Merien et al., 1992).

e) Aglutinacion en microcépsula.- En esta prueba se utilizan microcapsulas de un
polimero sintético como portador del antigeno leptospiral; es muy sensible y especifica en la
deteccion de Ig M (Arimitsu, 1989).
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2.6. CONTROL

2.6.1. Programas oficiales de control

2.6.1.1. Normativa internacional

La O.LE. incluye la leptospirosis entre las “Enfermedades de la lista B”; es decir, la
lista de enfermedades transmisibles que se consideran importantes desde el punto de vista
socioeconomico y/o sanitario a nivel nacional y cuyas repercusiones en el comercio
internacional de animales y productos de origen animal son considerables. Estas enfermedades
son ObjetO de un informe anual (Oficina Internacional de Epizootias, 1982).

Asimismo, en el articulo 3.1.4.1. del citado cddigo se establecen las medidas exigibles a
las Administraciones Veterinarias de los paises importadores respecto a esta enfermedad y que
referido a los rumiantes consiste en la presentacion de un certificado zoosanitario
internacional, en el que conste que los animales:

1) No presentaron el dia del embarque ningin signo clinico de
leptospirosis.

2) Permanecieron durante los 90 dias anteriores al embarque en una
explotacion en la que no se comprob6 oficialmente ningin signo
clinico de leptospirosis.

3) Recibieron dos inyecciones de dihidroestreptomicina (25 mgr por Kgr
de peso vivo) con 14 dias de intervalo y la segunda el dia del embarque.

4) Fueron sometidos con resultado negativo a una prueba de diagnostico
para la deteccion de la leptospirois, si el pais importador lo solicita.

2.6.1.2. Modelizacion de programas de control

En paises con una especial relevancia de la enfermedad se vienen adoptando desde hace
bastantes afios medidas especiales de control. Es el caso del Reino Unido dénde el serovar
hardjo tiene una prevalencia muy notable, lo que ha llevado a promover programas voluntarios
de control por el Ministerio de Agricultura para el establecimiento de rebafios calificados como
“Elites” o “Controlados”. En la categoria “Elite” se encuadran aquellos rebafios que no
presenten animales seropositivos en un chequeo preliminar y en dos andlisis posteriores. A
partir de ese momento no se permite la vacunacion, debiendo realizar el seguimiento de
cualquier caso de aborto o agalactia que se presente, con el fin de comprobar que no esta
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implicado el serovar hardjo. Asimismo, el rebafio debe permanecer aislado de posibles causas
de infeccion, repetir los analisis anualmente y restringir la compra de nuevos animales a otras
explotaciones de la misma calificacion o que pasen un control y cuarentena. Respecto a los
rebafios que presenten algun animal positivo en el chequeo preliminar, s6lo podran optar a la
calificacion de rebafios “Controlados”, debiendo someter todos sus efectivos a tres
vacunaciones anuales seguidas de un tratamiento antibidtico. Durante este tiempo los animales
nuevos que se introduzcan en el rebafio seran sometidos a un analisis serologico y a un periodo
de cuarentena. La calificacion definitiva se obtiene tras dos andlisis negativos consecutivos.
Este esquema resulta especialmente ventajoso para los ganaderos que habitualmente venden
ejemplares de alta calidad, especialmente si se destinan a otros paises (Black, 1988).

La utilizaciéon de modelos de simulacion informaticos puede ser de gran utilidad con el
fin de evaluar y comparar diferentes estrategias de control en las infecciones leptospirales,
como ya lo ha sido en otros tipos de procesos. El principal valor de estos modelos es servir de
herramientas de exploracion e investigacion, evaluando los riesgos en cada tipo de explotacion,
la dinamica de la enfermedad y sus posibles consecuencias econdmicas. Asimismo, cualquier
nuevo conocimiento sobre la infeccion u otros factores relacionados puede facilmente ser
incorporado.

Un modelo de estas caracteristicas es el denominado “L.S.P. - Holland”, que ofrece la
posibilidad de predecir la difusion de la enfermedad de unas explotaciones a otras, a partir del
brote inicial. Clasificando los rebafios en tres grupos (receptivos, infectados o inmunes) se
predice su evolucion en los 10 afos siguientes en dependencia de que se adopte un tipo u otro
de medidas de control, evaluando las pérdidas y costes generados por cada una de las
situaciones (Van der Kamp et al., 1990).

De parecidas caracteristicas es el modelo desarrollado en el Reino Unido, con dos tipos
de componentes, uno estatico, basado en el concepto de cadena de riesgo, y otro dindmico, que
estudia la variacion en el numero de animales infectados, resistentes o inmunes a lo largo del
tiempo (Bennett, 1993).

2.6.2. Programas de control en el rebaiio

El control de la leptospirosis en un rebaio individual puede plantearse de dos formas: o
bien aplicando un programa estricto de erradicacion, o bien tratando de limitar su incidencia al
minimo.

Existen en la actualidad medios suficientes (diagnosticos, vacunales y terapeuticos)
como para abordar un programa de erradicacion, al menos en areas restringidas. Sin embargo,
siempre existe el riesgo de reintroduccidn de la infeccion por adquisicion de nuevos animales o
a traves de roedores y otros animales de vida libre. Esto ha hecho que, en general, se tienda mas
a la segunda opcién de limitar la incidencia que a costosos programas de erradicacion. En la
tabla 6 pueden verse diversos programas de control de la leptospirosis.
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2.6.2.1. Programas preventivos

a) Medidas de higiene.- Se trata de adoptar medidas que eviten el contacto de los
animales con las posibles fuentes de infeccion. Asi los patios y los establos humedos o
fangosos suelen ser un medio adecuado para la supervivencia y multiplicacion de las
leptospiras, debiendo realizarse limpiezas y desinfecciones periddicas de los mismos. Si se trata
de zonas de pastoreo habitualmente encharcadas es conveniente drenarlas, y si ésto no es
posible, al menos deben vallarse para evitar el acceso de los animales a las mismas. El control
de roedores y otros animales silvestres en el entorno de la explotacion es indispensable para
cortar esta modalidad de transmision de la infeccion.

Difusion Diagnostico Tratamiento Vacunacion Otras medidas
Casos clinicos y , Traslado a pastos no infectados.
Posible ) Negativos serologicos
Alta positivos serologicos
No posible Vacas gestantes Todo el rebafio
Baja Posible No No Eliminacion portadores

Tabla 7.- Programas de control de la leptospirosis.

b) Vacunacion.- En muchos paises es una practica habitual. Las vacunas que se estan
aplicando en la actualidad son bacterinas inactivadas por formol que contienen uno o varios
serovares. La inmunidad que confieren es especifica de serovar. Por esta razon, la eficacia de
una vacuna depende en gran medida de que contenga los serovares mas prevalentes en el area
donde se aplica. Estas vacunas producen una respuesta en anticuerpos que da lugar a titulos
bajos en la prueba de microaglutinacion y que, en general, desaparecen en pocas semanas. La
proteccion que confieren, sin embargo, se prolonga durante al menos un afio, debiendo
realizarse revacunaciones anuales (Killinger et al., 1976) 0 incluso cada 6 meses (Thiermann, 1984). Se
suele iniciar la vacunacion entre los 4 y 6 meses de edad. Por debajo de esa edad la vacuna no
resulta aconsejable (Schollum y Marshall, 1985) Y €s mas conveniente vacunar a las madres al final de
la gestacion para que proporcionen a los terneros de menos edad una inmunidad pasiva.

c) Tratamiento.- Dado que la vacunacion no evita la existencia de portadores renales
cronicos (Bolin et al, 1989) y que éstos no son faciles de detectar por pruebas serologicas, por
presentar muchas veces titulos muy bajos (Eliis et al, 1981), el tratamiento terapettico de estas
infecciones sigue teniendo vigencia e interés. Ya, hace afios se demostrd la eficacia de un
tratamiento Unico con dihidroestreptomicina, a razon de 25 mgr/ Kgr de peso vivo para
eliminar las leptospiras del serovar pomona del rifdn (Doherty, 1967d). Sin embargo, esta misma
pauta fue poco eficaz con relacion al serovar hardjo (Elis et al.,, 1985). En un reciente estudio, se
analiza la eficacia de diversos antibidticos en pruebas “in vitro”, destacandose el potencial de
los macrdlidos en las infecciones agudas y de la espiramicina y tiamulina en las infecciones
cronicas por el serovar hardjo (Prescott, 1991).
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2.6.2.2. Programas de erradicacion

La deteccion de los animales portadores y su eliminacion es la base de cualquier
programa de erradicacion. Sin embargo, no resulta facil ya que hay portadores renales que
pueden presentar titulos negativos; mientras que otros animales del rebafio con titulos muy
altos pueden no eliminar leptospiras por la orina. Todo ésto obliga a realizar una confirmacion
del diagnostico serologico mediante examen de la orina en campo oscuro, con todas las
limitaciones ya comentadas de esta técnica. En la practica pocas veces se adoptan estos
programas para el ganado vacuno, salvo en lo referente al control de los machos que son
utilizados como reproductores ya sea en regimen de monta natural o de inseminacion artificial.

2.6.3. Control de los toros dedicados a IA

Los centros dedicados a la obtencion de dosis seminales para IA vienen prestando
especial atencion al control de la leptospirosis en sus toros (Monke, 1978). En muchos paises no se
autoriza la utilizacion en estos centros de toros con titulos al MAT iguales o superiores a 1:100.
Sin embargo, se han observado casos de toros infectados por el serovar hardjo cuyo titulo era
menor de 1:100 (Elis et al., 1986b) y que por tanto hubieran sido admitidos en los centros de IA.
Por el contrario, algunos autores cuestionan la exclusion de toros de alto mérito genético en
base a la existencia de niveles de anticuerpos circulantes que muchas veces no estan
relacionados con la capacidad infectante (Gale y Kingscote, 1989).

Los estudios sobre la supervivencia de las leptospiras en el semen, indican que los
antibidticos controlan la infectividad de las leptospiras proporcionando un alto grado de
proteccion frente a la transmision de la enfermedad (Sleight, 1965). Asimismo, la utilizacion como
diluyente de leche de vaca entera, homogeneizada y tratada por calor, al contener un factor
litico antileptospiral (Kirschner y Maguire, 1955; Stalheim, 1965), también puede jugar un papel importante
en la prevencion de la transmision (Eaglesome y Garcia, 1992).

Dada la dificil interpretacion de los titulos bajos al MAT y la persistencia de titulos
residuales originada por la vacunacioén, la adicién de antibioticos al semen continta siendo el
método mas practico para el control de la transmision de la leptospirosis por IA (Eaglesome y
Garcia, 1992).
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3. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

El estudio de las causas infecciosas de aborto en el ganado vacuno ha sido desde
siempre uno de los temas prioritarios de trabajo del Laboratorio de Sanidad Animal del
Principado de Asturias. En los ultimos afos, se ha realizado en este laboratorio una importante
labor de actualizacion de nuestros conocimientos, especialmente en lo referido a los agentes
viricos, planteandose la necesidad de futuros estudios sobre agentes bacterianos poco
estudiados en nuestros rebafios (Prieto, 1991). Al revisar las investigaciones madas recientes
realizadas sobre este tema en diferentes paises del mundo, se constata la importancia creciente
de las leptospiras como causa de abortos y se observa la variacion de los serovares mas
prevalentes durante los Ultimos afios. Sin embargo, en nuestro pais y mas concretamente en
nuestra region, el desconocimiento sobre la leptospirosis es casi total, pese a que las
condiciones geograficas y climdticas son claramente propicias para la supervivencia y difusion
del agente.

En el planteamiento del estudio de las infecciones leptospirales en el ganado vacuno
debemos de tener en cuenta que los abortos son s6lo una manifestacion, no siempre presente ni
unica, que puede estar producida por varios serovares cada uno con sus peculiaridades clinicas
y epidemioldgicas. No es posible, por tanto, estudiar la incidencia de los abortos por leptospiras
sin saber primero el alcance de las infecciones leptospirales. En consecuencia, nos fijamos
como objetivos conocer la prevalencia y la distribucién de la infeccion por leptospiras en el
ganado vacuno de la region asturiana, asi como determinar los serovares mas frecuentes y su
relacion con diversos factores ambientales y del hospedador mediante la realizacion de un
estudio estadisticamente significativo del censo bovino en todas las areas geograficas de la
region asturiana.

El cumplimiento de dichos objetivos precisé de una técnica diagnostica fiable a aplicar
sobre un nimero de muestras suficientemente representativo de la situacion regional. Para ello,
se utilizaron los sueros procedentes de las Campafias de Saneamiento Ganadero, seleccionados
aleatoriamente y el MAT, que es la técnica actual de referencia en todo el mundo. Pese a que ya
se estan ensayando diversos métodos ELISA, la variabilidad de los resultados obtenidos hizo
que se considerara muy arriesgada su aplicacion en un area como la nuestra, en la que no
existen datos previos que permitan contrastar su fiabilidad. La microaglutinacion-lisis es la
técnica mas fiable pero también la més laboriosa, por cuanto utiliza leptospiras vivas como
antigeno, lo que exige el mantenimiento de los cultivos de forma continta.

Al no existir en nuestro pais ningin centro especializado en el diagnostico de la
leptospirosis, nos pusimos en contacto con el Dr. Ellis, reconocido especialista en esta materia,
quién nos invitd a su laboratorio en el Centro de Investigaciones Veterinarias de Belfast, donde
pudimos adquirir la experiencia necesaria para el desarrollo e interpretacion del MAT. La
experiencia del Dr. Ellis resulté asimismo de gran utilidad en la revisién y concrecion de
nuestros objetivos.
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Entre las limitaciones que plantea el estudio de las infecciones leptospirales esta la
imposibilidad de investigar la totalidad de los serovares existentes, ya que el nimero de
serovares a utilizar como antigeno y que es posible mantener en el laboratorio es
necesariamente reducido. El hecho de centrar el estudio en el ganado vacuno facilité la
seleccion, que finalmente quedo restringida a los 6 serovares considerados como los mas
frecuentes para esta especie animal. Seleccionados los serovares, solicitamos las cepas de
referencia correspondientes al Royal Tropical Institute de Amsterdam, centro que amablemente
nos las proporcion6 junto con los anticuerpos monoclonales para su tipificacion.

Los datos incluidos en las fichas de saneamiento (geograficos, raciales, edad,
orientacion productiva, etc.) contribuyeron a un mejor conocimiento de los factores
epidemiologicos con influencia en la presentacion de infecciones por leptospiras.

Asimismo, se estimd conveniente completar dicho estudio con dos nuevos muestreos.
El primero se realizé sobre la totalidad de los animales de algunos rebafios seropositivos con el
fin de conocer la distribucion de la infeccidon dentro de los mismos. El segundo se llevo a cabo
en los mismos rebafos un afio después con el fin de conocer la evolucion de la infeccion.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. MATERIALES
4.1.1. Medio de mantenimiento de las cepas leptospirales

La deteccion de anticuerpos leptospirales mediante el MAT requiere el mantenimiento
de las cepas de leptospiras vivas y la visualizacion mediante observacion microscopica en
campo 0Sscuro.

De los 3 grupos de medios actualmente utilizados para el cultivo y mantenimiento de las
cepas leptospirales, hemos optado por aquéllos que incorporan seroalbimina bovina (Elinghausen
y McCullough, 1965; Johnson y Harris 1967), en vez de los que contienen suero de conejo (Fletcher, 1928) O
estan libres de proteina (Bey y Johnson, 1978). Los medios enriquecidos con seroalbtimina bovina,
debido a su complejidad y su elevado coste, no se encuentran disponibles comercialmente,
razon por la cual procedimos a su elaboracion, basandonos en las pautas actualmente vigentes
en el Laboratorio de Investigaciones Veterinarias de Stormont, Belfast. El medio final, por
razones practicas, se elabord en dos fracciones separadas: el medio basal y el suplemento. Este
ultimo puede ser congelado para su utilizacion durante un afio mientras que, el primero se debe
de preparar con una periodicidad mensual. El agua utilizada en todas las fases de elaboracion
del medio se obtuvo por el sistema Milli-Q, tipo Iy se esterilizd en autoclave a 121°C durante
20 minutos.

a) Preparacion del suplemento: Se prepard una solucion de 200 g / 1 de seroalbumina
bovina (fraccion FRV) en agua, consiguiéndose su completa disolucion mediante agitacion
continua durante 2 horas. Previamente se prepararon las siguientes soluciones:

Solucién de tiamina.

Tiaminga (SIGMA) ...eeoueeeiieeiiie e 0,59

= o (U= PRSP P PPN 100 ml
Solucién de CloCa.

ClaCa (2 H20)...eoueiiieeiieeiestee e 19

=T U= PP 100 ml
Solucién de Cl-Mg.

ClIaMQ (8 H2O) .. 19

= o (U= PRSP PPPTPPRPPNE 100 mi
Solucién de SO4Zn.

SO4ZN (7 HaO) i 04 g

=T U= PRSP 100 ml

Soluciéon de SOsMn.
SOAMN (1 HoO) e 0,3¢g

Soluciéon de cianocobalamina
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Solucion de SO4Fe
SOsFe (7 H20)

Solucién de tween.

Tween 80 .................

0,02¢g
100 ml

0,59
100 ml

20 ml
180 ml

Las soluciones de SO4Fe y Tween 80 se prepararon el mismo dia de elaboracion del
suplemento y las restantes el dia anterior. Todas ellas se adicionaron al suplemento en el

siguiente orden y volumen:

82.- Solucién de Tween 80

12.- Solucién de tiamina ............
2°.- Solucion de CloCa ...............
32.- Solucién de CloMg ... .......
4°.- Solucion de SO4Zn .............
5°.- Solucion de SO4Mn .............
6°.- Solucion de cianocobalamina
7°.- Solucién de SOsFe .............

10 ml
10 ml
10 ml
10 ml

1 mi
100 ml
10 ml
125 ml

El medio obtenido se llevo a pH 7.4 con NaOH 5 N y se enras6é a 1 1 de agua.
Posteriormente, se esterilizo por filtracion a través de un filtro de 0,22 um de diametro de poro
y se dispensé en frascos de cultivo celular de 100 ml. Con el fin de comprobar la esterilidad del
medio, se mantuvo en estufa durante 72 horas a 37°C previamente a su congelacion a 20° C

bajo cero.

b) Preparacion del medio basal:

Buffer fosfato

Solucién de glicerol.

Gliceral ..................

=
—_ = W =
— Q « «

1 ml
10 ml

25 ¢
10 ml
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Al buffer fosfato se le afiadié 1 ml de cada una de las otras dos soluciones y se llevo a
pH 7,4 con NaOH 5 N. En el caso de precisarse el medio semisolido, previamente a la
esterilizacion en autoclave a 121 °C durante 15 minutos, se afiadio 1,5 g / 1 de agarosa (BBL
purified agar), manteniéndose en bafio a 56 °C hasta la adicion del suplemento. Habitualmente
se prepard 1 litro de medio basal que se dispensé en 2 recipientes de medio litro, a uno de los
cuales se le afiadi6 agarosa para obtener el medio semisolido y al otro no.

c¢) Preparacion del medio final: Se dejo descongelar un frasco de 100 ml del suplemento
a temperatura ambiente y se prepararon las siguientes soluciones:

Solucién de superoxido-dismutasa.

Superoxido-dismutasa (Sigma) .......ccecceeeriereniireiiieeeieeeneen 3.333 unid.
=T [ = PR 9 ml

Solucién de 5- Fluouracilo.

5 - Fluorouracilo (Sigma)........ccceeveeiieeriieeiiie e 1 g
(para una potencia del antibiético del 100 %)
NAOH 2 N e e 2ml

La solucion de 5-Fluouracilo se mantuvo en un bafio a 56° C durante 2 horas, se ajusto
el pH a 7,4 con CIH 1 N, se enras6 con agua a 100 ml, y se esterilizo por filtracion a traves de
un filtro de 0,22 um de didmetro de poro. Las dos soluciones asi preparadas y el hidrolizado de
lactoalbimina comercial se adicionaron al suplemento en el siguiente orden y volumen:

1.- Suplemento completamente descongelado ...........ccccocoveiieeiiennns 100 ml
2.- Hidrolizado de lactoalbumina (GibCO) .......cccveeeiiiiieeiiiiieeeiiiieee e 1 g
3.- Solucion de superoxido-diSmutasa ........cccoceerieeerireesiee e 1 ml
4.- Solucion de 5-FIuorouracilo ..........cccceeeiieeiiiieiiec e 10 ml

La mezcla finalmente se esteriliz6 por filtracion a través de un filtro de 0,22 um de
diametro antes de adicionarla al medio basal y de dispensarla en tubos de tapon de rosca, a
razén de 9 y 5 ml por tubo, segiin que se tratara del medio liquido o del semisolido.

d) Medio para congelacion de las leptospiras: Para la conservacion de las cepas
leptospirales durante largos periodos de tiempo, se utilizaron cultivos densos en medio liquido
a los que se agregaba un agente crioprotector como el glicerol al 10 % o el dimetil-suféxido al
2,5 %. De esta manera se conservaron por duplicado (en nitrogeno liquido y en un congelador
de 80 °C bajo cero) todas las cepas que se nos habian suministrado.
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4.1.2. Cepas leptospirales para el test de microaglutinacion

Una vez que se dispuso del medio para el mantenimiento de las leptospiras y que se
decidieron los serovares a utilizar en el MAT, se solicitaron del “Royal Tropical Institute” de
Amsterdan las cepas de leptospiras representativas de dichos serovares, que se relacionan en la
tabla 8 junto al serovar y serogrupo al que pertenecen.

CEPA SEROVAR SEROGRUPO

1 - Akiyami A. Autumnalis AUTUMNALIS

2 - Moskva V Grippotyphosa GRIPPOTYPHOSA

3 -RGA Icterohaemorrhagiae ICTEROHAEMORRHAGIAE
4 - Poi Poi JAVANICA

5 - Pomona Pomona POMONA

6 - Hardjoprajitno Hardjo SEJROE

Tabla 8.- Cepas leptospirales usadas como antigenos en el MAT.

4.1.3. Anticuerpos monoclonales

Las cepas de leptospiras utilizadas en el MAT deben ser identificadas periddicamente
debido a la posible contaminacion de las mismas en sucesivas resiembras o a la pérdida de su
capacidad aglutindgena. Por todo ello, es necesario contar con algin método rapido y fiable de
identificacion como los anticuerpos monoclonales que han venido a solucionar de manera
satisfactoria esta necesidad. En la tabla 9 se muestran los anticuerpos monoclonales utilizados.
En el caso del serovar pomona se utilizé un antisuero obtenido en conejo. Tanto los anticuerpos
monoclonales como el antisuero de conejo nos fueron proporcionado por el “Royal Tropical
Institute” de Amsterdam.

MONOCLONAL SEROVAR

F69 C 10 - 1 Autumnalis

F71 C 9 - 3 Grippotyphosa

F70 C 4 - 1 Icterohaemorrhagiae
F98 C 17 - 2 Poi

F13 H 19 - 3 Hardjo

Tabla 9.- Anticuerpos monoclonales utilizados en la identificacion de los serovares.

36



4 - Material y métodos

4.2. METODOS

4.2.1. Estudio seroepidemiologico transversal de la infeccion

4.2.1.1. Censo vacuno de la region asturiana

El censo de ganado vacuno de la regién en el ano 1993 era de 397.823 animales
repartidos en 37.173 explotaciones. Del total de animales, 261.058 eran hembras reproductoras,
97.835 hembras nuliparas y 39.930 machos; 227.492 animales eran de aptitud lechera y
170.331 de aptitud carnica (Fuente: Consejeria de Medio Rural y Pesca).

4.2.1.2. Tamaino de muestra

Se muestrearon los 59 concejos de la regién asturiana que constituyen la division
administrativa interna utilizada. No obstante, se considerd la conveniencia de trabajar con
subpoblaciones suficientemente representativas ya que existe una desigual distribucion de la
cabafia entre los distintos concejos, dividiéndose en 29 unidades o agrupaciones mas
numerosas (figura 2).

Para este estudio se utilizaron los sueros procedentes de las Campanas de Saneamiento
Ganadero recibidos en el Laboratorio de Sanidad Animal de Gijon. Dichos sueros fueron
recogidos a lo largo del afio 1993 y procedian de animales de mas de 6 meses de edad. A partir
del banco de sueros, se tomd una muestra aleatoria sistematica a intervalo regular de 80. De
esta forma, se obtuvo una muestra de 3.578 sueros, que representaba aproximadamente el 1 %
de la poblacion total de cada una de las agrupaciones territoriales, como puede verse en la tabla
10.

Predeterminado el nimero de sueros de la muestra, se calculo el error estandar asumido
con la formula siguiente:

S
L= \/Lm
n

Deseando un nivel de confianza del 95 % (t de Student = 1,96) y fijando la prevalencia
esperada en el 10 % ( p = 0,1), el mayor error absoluto asumido fue del 8,6 % al considerar el
tamafio de muestra mas pequefio entre las distintas agrupaciones (n = 47). Esta prevalencia
esperada se estimd en base a resultados previos obtenidos en un estudio sobre mas de 300
sueros bovinos procedentes de rebafios con trastornos reproductivos. Los resultados obtenidos
vienen a confirmar la bondad de las estimaciones previas.
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4.2.1.3. Distribucion de la muestra

De los 3.578 sueros, no se dispuso de datos sobre la agrupacion de origen en 8, sobre la
raza en 14, sobre la edad en 35 y sobre el tamafio del rebaio en 12.

a) Distribucidn por agrupaciones: En la tabla 10 se recogen el nimero de rebafios y de
vacas de la region asturiana y el nimero y porcentaje de sueros analizados en cada una de las
agrupaciones.

AGRUPACION N° REBANOS N° VACAS N° SUEROS %
1 - Allande 790 8.500 67 0,8
2 - Aller 1.780 14.125 127 0,9
3 - Avilés 1.166 13.146 114 0,9
4 - Boal 791 9.415 92 1,0
5 - C.Narcea 1.694 18.771 149 0,8
6 - C.Onis 717 9.715 87 0,9
7 - Cabrales 516 7.976 68 0,9
8 - Caso 743 9.664 90 0,9
9 - Castropol 1.299 20.464 208 1,0

10 - Cudillero 1.010 7.943 72 0,9

11 - Gijon 1.699 17.361 162 0,9

12 - Grado 1.053 10.702 92 0,9

13 - Laviana 1.711 7.413 59 0,8

14 - Llanes 1.064 16.538 142 0,9

15 - Luarca 1.605 20.285 195 1,0

16 - Mieres 1.327 7.015 47 0,7

17 - Nava 1.072 11.208 94 0,8

18 - Navia 1.214 19.903 190 1,0

19 - Oviedo 1.676 12.484 105 0,8

20 - Pilofia 1.613 17.813 160 0,9

21 - Pravia 1.875 17.569 166 0,9

22 - Proaza 777 6.485 52 0,8

23 - Ribadesella 722 8.846 82 0,9

24 - Salas 1.404 18.297 166 0,9

25 - Siero 2.353 15.164 130 0,9

26 - Somiedo 880 11.925 104 0,9

27 - Taramundi 909 11.730 102 0,9

28 - Tineo 1.901 28.835 279 1,0

29 - Villaviciosa 1.742 18.529 169 0,9

TOTALES: 37.173 397.823 3.570 0,9

Tabla 10.- Numero de rebafios y vacas en cada una de las agrupaciones territoriales definidas.
Namero de sueros recogidos en cada una de las agrupaciones.
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b) Distribucidn por areas naturales: La region asturiana se puede dividir
longitudinalmente en 3 franjas: costa, valles y montafia. También es posible una division
transversal entre el occidente, el centro y el oriente de la region. En ambos casos, la base de
esta diferenciacion es fundamentalmente geoldgica y/o climatica. Utilizando una combinacion
de las dos divisiones descritas, se realizo una distribucion de la muestra en 6 areas naturales, tal
y como queda reflejado en la figura 4. Asimismo, en la tabla 11 se muestra el numero de
rebafios, el censo y el numero y porcentaje de sueros analizados en cada una de las areas
establecidas.

AREA N° REBANOS N° VACAS N° SUEROS (%)
I- COSTA

OCCIDENTAL 5.128 68.595 665 (1,0)
II- COSTA

ORIENTAL 6.393 74.420 669 (0,9)
III-  CENTRAL 14.861 124.150 1.071 (0,9)

IV- MONTANA
OCCIDENTAL 6.085 77.251 689 (0,9)

V- MONTANA
CENTRAL 2.660 26.050 231 (0,9)

VI- MONTANA
ORIENTAL 1.976 27.355 245 (0,9)

TOTALES: 37.173 397.823 3.570 (0,9)

Tabla 11. - Namero de rebafios y vacas en cada una de las 6 areas naturales y
nimero y porcentaje de sueros recogidos en cada una de ellas.

En el establecimiento de estas areas naturales también se ha tenido en cuenta la
influencia del factor geografico en la distribucion de las diferentes razas bovinas presentes en la
region. La franja costera es la zona predominante de la raza frisona con sistemas de explotacion
semi- intensivos mientras que, la franja de montafia estd ocupada mayoritariamente por las
razas autoctonas (asturiana de los valles y de la montafia), cuyo sistema de explotacion es mas
extensivo. La zona intermedia de valles es mas heterogénea, coexistiendo los diferentes tipos
de razas.
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c¢) Distribucién por razas: La distribucion de los sueros segun las diferentes razas y el
censo de las mismas en el afio 1993 se refleja en la tabla 12 (Fuente: Consejeria de Medio Rural y Pesca).

RAZA CENSO N° SUEROS %

Frisona 148.667 2.019 57
Ast. Valles 51.650 740 21
Mixtas 46.740 612 17
Parda Alpina 7.883 109 3
Ast. Montana 5.332 71 2
Otras 786 13 <1
TOTALES: 261.058 3.564 100

Tabla 12. Distribucién de los sueros segtn la raza.

d) Distribucion por grupos de edad: En la tabla 13 se muestra la distribucién de los
sueros en tres grupos de edad considerados representativos de los animales jovenes (< 3 afios),
adultos (de 3 a 8 afios) y viejos (> 8 afios).

EDAD (Afios) N° SUEROS %
< 3 490 13,8
3-8 2.637 74,5

> 8 416 11,7
TOTALES: 3.543 100,0

Tabla 13.- Distribucion de los sueros segtin la edad.

e) Distribucién segun el tamafio del rebafio: El tamafio medio de los rebafios vacunos
asturianos en el afio 1993 apenas alcanzaba los 11 animales por rebafio (Fuente: Consejeria de Medio
Rural y Pesca). Dadas las relaciones entre el tamafio del rebafio y los sistemas de manejo, los
sueros se distribuyeron en 4 grupos: ganaderias tradicionales (< 10 animales), pequefias (11-
20), intermedias (21-50) y grandes (>50). El numero y porcentaje de sueros en cada grupo se
muestra en la tabla 14.

TAMANO REBANO N° SUEROS %
1- 10 1.057 29,6
11- 20 1.202 33,7
21- 50 1.079 30,3
> 50 228 6,4
TOTALES: 3.566 100,0

Tabla 14.- Distribucion de los sueros segiin el tamafio del rebafio.
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4.2.2. Estudio de la seroprevalencia de los diferente serovares en los rebaios
positivos

a) Afio 1993: Con el fin de conocer la prevalencia de la infeccién en los rebafios por los
distintos serovares, se investigo la totalidad de los animales de los rebafos en los que se habia
detectado un animal positivo. Para ello se utilizaron los sueros, conservados en el banco de
sueros del Laboratorio de Sanidad Animal de Gijén, correspondientes a las Campadias de
Saneamiento Ganadero del afio 1993 y que habian sido recogidos en el mismo momento que
los inicialmente investigados. Los rebafios y nimero de sueros investigados para cada serovar
se muestran en la tabla 15.

SEROVAR REBANOS SUEROS
Pomona 90 1.715
Grippotyphosa 48 1.003
Hardjo 24 246
Icterohaem. 21 207
Poi 20 200
Autumnalis 12 166
TOTALES: 207 3.537

Tabla 15.- Namero de rebaiios y de sueros investigados en 1993 para cada serovar.

b) Afio 1994: Con el fin de conocer la evolucion de la infeccion de los principales
serovares, se llevo a cabo otro estudio a lo largo del afio 1994, utilizando los sueros recogidos
en la siguiente Campafia de Saneamiento que pertenecian a algunos de los rebafios investigados
el afio anterior. El nimero de explotaciones y de sueros para cada uno de los serovares
investigados se muestra en la tabla 16.

SEROVAR REBANOS SUEROS
Pomona 12 405
Grippotyphosa 4 248
Hardjo 11 123
TOTALES: 27 776

Tabla 16.- Namero de rebafios y de sueros investigados en 1994 para
los principales serovares.
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4.2.3. Prueba de microaglutinacion (MAT)
4.2.3.1. Seleccion de los antigenos

Se utilizaron cultivos de leptospiras de unos 7 a 14 dias, cuya densidad se comprobaba
mediante observacion en campo oscuro, siguiendo las pautas reflejadas en la tabla 17 (Herr et al.,
1987). Solo se utilizaron para la realizacion del MAT aquellos cultivos que, segun lo reflejado en
la citada tabla, fueron calificados como 2 6 3. Mensualmente, se realizaba una caracterizacion
de los cultivos mediante anticuerpos monoclonales para comprobar su identidad.

Evaluacion N° estimado de leptospiras por campo Leptospiras / ml
1 1-100 1,0 x 10’
2 100-200 2,2 x 10’
3 Incontables, distinguibles individualmente. 1,2 x 10°
4 Incontables,densamente agrupadas. 1,9 x 10°

Tabla 17.- Método para estimar la densidad aproximada de leptospiras en los
cultivos (Herr et al., 1987).

4.2.3.2. Dilucion de los sueros

Para la prueba inicial de cribado, los sueros se diluyeron al 1/25 en solucién salina
fisioldgica. Se utilizaron placas de 96 pocillos, en cada uno de los cudles se afiadieron 240 pl
de solucion salina y 10 pl de suero. Esta dilucién inicial de 1/25 se doblaba al transferir 25 pl
de la misma a otra placa en la que se afiadieron 25 i del cultivo de leptospiras, obteniéndo una
dilucion final del 1/50. Se prepararon 6 placas diferentes por cada placa de sueros diluidos al
1/25 , una para cada serovar. Las placas se sellaron, se incubaron a 30°C durante 2 horas, y se
agitaron a mitad de incubacion y previamente a la lectura.

Aquellos sueros que presentaron aglutinacion y/o lisis, se titularon, realizando
diluciones en base 2, desde 1/10 hasta 1/20.480. Primeramente, se diluian los sueros en
solucién salina fisiologica a una dilucion 1/5 (10 pl de suero en 40 pl de solucion salina), al
transferir sucesivamente 25 ul de una columna a la siguiente se iba doblando la dilucién. La
dilucién final reflejada en la tabla se obtenia, posteriormente, al afadir igual volumen del
cultivo de leptospiras que del suero diluido en solucion salina.
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4.2.3.3. Lectura e interpretacion de los resultados

La lectura se realizo por observacion microscopica a 100 aumentos con un condensador
de campo oscuro. Se transferia una gota de cada pocillo a un portaobjetos y se observaba si
habia aglutinaciéon y /o lisis. En el control de antigeno, se comprobaba que no existia
aglutinacion espontanea del mismo y la presencia de al menos un 80 % de aglutinacion en el
control positivo.

El titulo de un suero es el correspondiente a la diluciéon mas alta en la que el 50 % de
las leptospiras estan aglutinadas o dan la impresion de haber desaparecido al ser lisadas por los
anticuerpos séricos. Las formas de aglutinacion pueden diferir bastante de unos casos a otros.
Los entramados de leptospiras de formas redondeadas u ovaladas son la imagen mas frecuente,
observandose también formas mas irregulares de aspecto algodonoso. Cuando la concentracion
de anticuerpos es muy elevada se produce una lisis masiva de leptospiras, el campo esta
aparentemente vacio, y no se observa ningun tipo de aglutinacion.

En la figura 5 se muestran algunos ejemplos del criterio aplicado en la titulacion de
sueros, indicando para cada dilucion el porcentaje de leptospiras que muestran aglutinacion o
lisis.

100% 100% [ 100% 100% 100% 80 % 50% 40% 20 % 10% 10% - = 1/640
10% - - - - - = = - - - - negativo

100% 100% 100% 100% 100% 80% 10% - = s = 1/1.280
100% - = = S - - - - - - - = 1/10
100% 80% 60% 50% 40% 20% 10% - = = = - — 1/80
100% | 100% | 100% 100% - - 100% 100% 100% 80% 50% - > 1/10.240
100% 100% | 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Figura 5.- Determinacion del titulo sérico.
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4.2.4. Recogida de datos geograficos, climaticos y de distribucion de
reservorios silvestres

4.2.4.1. Aspectos fisico-geograficos de la region asturiana

Asturias, con una extension de 10.565 km?, ofrece una variada gama de paisajes que se
extienden del oeste al este a lo largo de una franja de 250 km, y cuya anchura apenas alcanza
50 km entre la divisoria y el mar. La pendiente media es del 34 % y la altitud media de 672 m
Cabe diferenciar dos ambitos geoldgicos dentro del conjunto: el occidental y el oriental, con
una organizacion topografica abierta y cerrada al mar, respectivamente.

a) Montafias: El territorio asturiano de caracter predominantemente montafioso exige,
sin embargo, una diferenciacion en unidades de orden menor, dada su falta de uniformidad.
Asi, coexisten valles y serranias interiores en el occidente; sierras litorales en el oriente; un
gran macizo calcareo, el de los Picos de Europa, en el sudeste de la region; y, finalmente, las
montafas de la divisoria.

b) Rios: Los rios de la vertiente cantabrica son cortos debido a la proximidad de la gran
montafia al mar, ocasionando altas cabeceras que pueden alcanzar los 2.000 m de altitud, y
cuya base dista s6lo 30-50 km en linea recta de su nacimiento. Registran un elevado caudal
medio, producto de las abundantes precipitaciones y de la fusion de la nieve del Macizo
Asturiano.

4.2.4.2. Caracteristicas climaticas de la region asturiana

Desde el punto de vista climatico, Asturias se encuentra en la franja templado-hiimeda,
con una benignidad térmica que va unida a una elevada humedad en las franjas litoral y
prelitoral. Sin embargo, esta templanza desaparece progresivamente a medida que nos
adentramos en la montafia, ganando altura y distancidandonos del mar.

a) Precipitaciones: Las lluvias anuales en la region varian desde 900 hasta mas de 2.000
1 / m?, existiendo una estrecha relacién entre la precipitacion y la altitud, cuyo origen hay que
buscarlo en el denominado efecto ladera que produce un incremento medio en las
precipitaciones, de 100 1/ m® por cada 100 m de elevacién en la altitud.

b) Temperaturas: El clima tipicamente ocednico de la region hace que las variaciones de
las temperaturas sean siempre moderadas, especialmente en la costa. Hacia el interior los
contrastes aumentan y asi, en la montafia se suma el efecto de la altitud a la degradacion de la
influencia oceénica.

46



4 - Material y métodos

En la figura 6 se muestra el climatograma del afio 1993 para diversas areas de la region
asturiana (Fuente: Consejeria de Medio Rural y Pesca). Los datos fueron recogidos en las estaciones
meteoroldgicas de Navia (zona costera occidental), Gijon (zona costera central), Villaviciosa
(zona costera suboriental), Llanes (zona costera oriental), Grado (zona interior suboccidental),
y Llanera (zona interior central). La distribucion de las lluvias durante el afo 1993 fue muy
uniforme, a excepcién del periodo de Enero a Marzo inusualmente seco.
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Figura 6.- Climatograma del afio 1993 para diversas areas de la region asturiana.
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4.2.4.3. Distribucion de los reservorios silvestres

Los hospedadores de mantenimiento para la mayoria de los serovares son los animales
silvestres, fundamentalmente los roedores (Salt y Little, 1977). Asimismo, se ha constatado que el
aumento de las poblaciones de estos reservorios puede originar un incremento en la
prevalencia de la infeccion del serovar que portan (Zanni et al., 1995). Por todo ello, cualquier
estudio epidemioldgico de la infeccion por leptospiras en los animales domésticos debe
considerar el papel de estos reservorios silvestres.

La carencia de estudios sobre la infeccion por leptospiras en las especies silvestres de
la region asturiana es un grave inconveniente que impide tener un conocimiento completo de
su epidemiologia. En la investigacion que realizamos en el afio 1994 sobre una veintena de
sueros de rebecos, utilizando la misma técnica y serovares que en el ganado vacuno, no
detectdmos ningin caso positivo. Es evidente que se necesitan estudios lo suficientemente
amplios en cuanto a nimero de muestras y especies a investigar. A falta de los mismos, se han
recogido los datos de la presencia y distribucion en Asturias de aquellas especies silvestres
reconocidas como reservorios habituales de leptospiras en estudios realizados en paises
vecinos.

Por sus condiciones naturales, Asturias es una region muy favorable a la existencia de
una gran variedad y densidad de mamiferos silvestres. Debido a la humedad del dominio
Atlantico, apenas existen diferencias en la distribucion de los mismos. Unicamente el topillo
nival (Microtus nivalis) y el rebeco (Rupicapra rupicapra) se encuentran restringidos a las
zonas montafiosas y la musarafia campesina (Crocidura suaveolens) y el ratobn espiguero
(Micromys minutus) a las costeras. La norma general es que las especies se distribuyan de un
modo mas o menos uniforme, desde la costa hasta al menos los 1.600 metros de altitud (Nores,
1986).

e El topillo campesino (Microtus arvalis) se encuentra presente en la zona de montaia
suroriental y en el area de Villaviciosa (Nores, 1986), siendo considerado en diversos paises un
reservorio habitual del serovar grippotyphosa (zanni et al., 1995).

e El topillo agreste (Microtus agrestis) es una especie proxima a la anterior que esta presente
en toda la region (Nores, 1986).

e El raton de campo (Apodemus sylvaticus) se encuentra distribuido por toda la region y
puede entrar en las cuadras y construcciones anejas, pero rara vez en las viviendas (Nores,
1986). En los paises de Este de Europa es un reservorio habitual del serovar pomona (Sait y
Little, 1977).

e [a rata comUn (Rattus norvegicus) esta distribuida por toda Asturias, fundamentalmente en
pueblos y ciudades, siendo su habitat cloacas, basureros, charcas, estanques y cursos de
agua. Por su cardcter omnivoro y detritivoro actia de transmisor de numerosas infecciones.
La rata negra (Rattus rattus) tiene una distribuciéon mas frecuente en la zona occidental de
la region (Nores, 1986).
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4.2.5. Analisis informatico y estadistico

La valoracion epidemiologica de los distintos factores asociados a la infeccion
leptospiral se hizo con la ayuda de los programas informaticos de epidemiologia EPI INFO
(Dean et al., 1990) y EPISCOPE (Frankena et al., 1990).
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5. RESULTADOS

5.1. ESTUDIO SEROEPIDEMIOLOGICO DE LA INFECCION

5.1.1. Seroprevalencia de la infeccion leptospiral
5.1.1.1. Seroprevalencia global de la infeccion

Se detectaron anticuerpos antileptospirales frente a alguno de los 6 serovares
investigados en 371 sueros de los 3.578 estudiados; la seroprevalencia global fue del 10,4+2 %
(figura 7). Teniendo en cuenta que se tomd un suero por rebafo, el nimero de sueros positivos
se corresponde con el de rebafos positivos.
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Figura 7.- Seroprevalencia global de la infeccion.

5.1.1.2. Seroprevalencia de la infeccion por los distintos serovares

En la tabla 18 y en la figura 8 se recoge la seroprevalencia parcial de la infeccion para
cada uno de los 6 serovares investigados.

SEROVAR NS‘]UEROS POSITIVOOZ

Pomona 200 5.6
Grippotyphosa 85 2.4
Hardjo oy 0.8
Icterohaemorrhagiae 23 0,6
Poi 23 0 ’ 6
Autumnalis 13 0.4
TOTALES: 371 104

Tabla 18.- Seroprevalencia de la infeccion por los distintos serovares.



5 - Resultados

% 3

T T T ’
Pomona Grippot. Hardjo Ictero. Poi Autumn.

Figura 8.- Seroprevalencia de la infeccion por los distintos serovares.

Las frecuencias mas altas correspondieron al serovar pomona (5,6 %) y al serovar
grippotyphosa (2,4 %), siendo las del resto de los serovares menor del 1 %. Mediante la prueba
de Chi® vates S€ compararon las seroprevalencias correspondientes a cada serovar (tabla 19). Se
observaron diferencias altamente significativas entre el serovar pomona y los restantes
serovares (p < 0,001) y entre el serovar grippotyphosa y los restantes serovares (p < 0,001);
moderadamente significativas entre el serovar hardjo y el autumnalis (p < 0,05); y no
significativas entre las restantes combinaciones.

SEROVAR Grippotyphosa  Hardjo  Icterohaem Poi Autumnalis
Pomona 47,50 *** 134,61 %** 143,3§;*** 143,38***  167,42%**
Grippotyphosa 29,47**%* 34,98%** 34,98*** 50 5%k
Hardjo 0,18 0,18 4,25%
Icterohaem. 0,02 N 226N
Poi 2,26

Tabla 19.- Comparacion de la seroprevalencia a la infeccién por los distintos
serovares (Chiz).
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5.1.1.3. Frecuencia relativa de los sueros positivos segin el serovar

En la tabla 20 y en la figura 9 se recoge la distribucion de los sueros positivos segun el
serovar. De los 371 positivos, el 53,9 % lo fueron frente al serovar pomona y el 22,9 % frente
al serovar grippotyphosa, siendo la frecuencia de sueros positivos frente al resto de los
serovares mucho menor: 7,3 % hardjo, 6,2 % icterohaemorrhagiae 'y poi 'y 3,5 % autumnalis.

SEROVAR NOSUEROS POSITIVOS%

Pomona 200 53,9
Grippotyphosa 85 22.9
Hardjo 7 73
Icterohaemorrhagiae 23 6,2
Poi 23 6.2
Autumnalis 13 3,5
TOTALES: 371 100,0

Tabla 20.- Distribucion de los sueros positivos segtin el serovar.
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Figura 9.- Distribucién de los sueros positivos segiin el serovar.
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5.1.1.4. Seroprevalencia de la infeccion segun la agrupacion geografica

El numero y el porcentaje de sueros positivos correspondiente a cada una de las 29
agrupaciones geograficas en que se ha dividido la region asturiana se muestran en la tabla 21 y
en la figura 10.

AGRUPACION SUEROS N° POSITIVOOSA)
1 - Allande 67 13 19,4
2 - Aller 127 19 15,0
3 - Avilés 114 6 5,3
4 - Boal 92 8 8,7
5- C.Narcea 149 24 16,1
6 - C.Onis 87 3 3,4
7 - Cabrales 68 4 5,9
8 - Caso 90 11 12,2
9 - Castropol 208 22 10,6
10 - Cudillero 72 11 15,3
11 - Gijon 162 16 9,9
12 - Grado 92 11 12,0
13 - Laviana 59 4 6,8
14 - Llanes 142 20 141
15 - Luarca 195 20 10,3
16 - Mieres 47 6 12,8
17 - Nava 94 6 6,4
18 - Navia 190 23 12,1
19 - Oviedo 105 6 5,7
20 - Pilonia 160 13 8,1
21 - Pravia 166 15 9,0
22 - Proaza 52 5 9,6
23 - Ribadesella 82 7 8,5
24 - Salas 166 28 16,9
25 - Siero 130 11 8,5
26 - Somiedo 104 15 14 4
27 - Taramundi 102 13 12,7
28 - Tineo 279 18 6,5
29 - Villaviciosa 169 13 7,7

Tabla 21.- Seroprevalencia de la infecciéon seghin la agrupacion geografica.
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En general, las diferencias entre las seroprevalencias halladas en las distintas
agrupaciones no son demasiado marcadas. Los valores obtenidos oscilan entre el 19, 4 % de la
agrupacion de Allande y el 3,4 % de la de Cangas de Onis, siendo la seroprevalencia de otras
muchas agrupaciones proxima a la media regional del 10,4 %. Por esta razon, las diferencias
mas significativas fueron obtenidas a partir de los valores de seroprevalencia mas extremos.

Las agrupaciones con las seroprevalencias mas altas fueron: Allande (19,4 %), Salas
(16,9 %), Cangas del Narcea (16,1 %) y Cudillero (15,3 %); las de seroprevalencias mas bajas:
Cangas de Onis (3,4 %), Avilés (5,3 %), Oviedo (5,7 %), Cabrales (5,9 %), Nava (6,4 %) y
Tineo (6,5 %). Las diferencias de seroprevalencia dentro de cada grupo no fueron
significativas.

Mediante la prueba del ChizymES se compararon las seroprevalencias correspondientes a
las agrupaciones con los valores mas extremos (tabla 22). Las diferencias halladas entre las
restantes agrupaciones, no incluidas en la tabla, no fueron significativas.

AGRUPACION ALLANDE SALAS C.NARCEA CUDILLERO
(Seroprevalencia) (19,4 %) (16,9 %) (16,1 %) (15,3 %)
CANGAS ONIS 6,47 ** 6,31 ** 5,43 * 3,478
(3,4 %)

AVILES 7,54 ** 7,48 ** 6,48 ** 4,19 *
5,3 %)

OVIEDO 6,47 ** 6,31 ** 5,43 * 3,47
(5,7 %)

CABRALES 4,44 * 4,04 * 3,48 2,328
(5,9 %)

NAVA 5,38 * 4,92 * 4,18 * 2,61
(6,4 %)

TINEO 9,58 ** 11,08 *** 9,17 ** 4,78 *
(6,5 %)

Tabla 22.- Comparaci6n de las seroprevalencias segtin las agrupaciones con
.2
valores extremos (Chi )
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5.1.1.5. Seroprevalencia de la infeccion segiin el area natural

En la tabla 23 se muestra el numero y el porcentaje de sueros positivos correspondiente
a cada una de las 6 grandes areas en que se dividio la region asturiana.

AREA SUEROS POSITIVOS

N° %
I- COSTA OCCIDENTAL 665 76 11,4
II - COSTA ORIENTAL 669 62 9,2
III- CENTRAL 1.071 105 9,8
IV- MONTANA OCCIDENTAL 689 76 11,0
V - MONTANA CENTRAL 231 34 14,7
VI- MONTANA ORIENTAL 245 18 7,3

Tabla 23. - Seroprevalencia de la infeccion segiin el area natural.

En la tabla 24 se muestran los valores del ChizymES resultantes de la comparacion de la
seroprevalencia hallada en cada una de dichas areas. Unicamente se observaron diferencias
significativas entre las montafias oriental y central (p < 0,01) y moderadamente significativas
entre la montafia central y la costa oriental o el area central (p < 0,05).

AREA COSTA CENTRAL MONTANA MONTANA  MONTANA
ORIENTAL OCCIDENTAL  CENTRAL  ORIENTAL
COSTA OCCIDENTAL 1,458 0,99 N8 0,02 N8 1,43 2,79 8
COSTA ORIENTAL 0,08 N 0,97 4,80 * 0,61 ™
CENTRAL 0,56 N 431 * 1,158
MONTANA OCCIDENTAL 1,90 N 2,321
MONTANA CENTRAL 7,28 **

Tabla 24.- Comparacion de las seroprevalencias segtin las areas naturales (Chiz).
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5.1.1.6. Seroprevalencia de la infeccion segin la agrupacion geografica y el serovar

La seroprevalencia de la infeccion por los 6 serovares en las 29 agrupaciones
territoriales figura en la tabla 25. En las figuras 12, 13, 14, 15, 16 y 17 pueden observarse la
distribucion de los distintos serovares en la region

Tabla 25.- Seroprevalencia de la infeccion segtin la agrupacion y el serovar.
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a) Serovar pomona.- Las seroprevalencias extremas fueron el 12,8 % de la agrupacion
de Mieres y el 1,5 % de la de Cabrales. Las agrupaciones con las seroprevalencias mas altas
fueron: Mieres (12,8 %), Salas (11,4 %), Navia (10,5 %), Caso (8,9 %) y Llanes (8,5 %); y las
de seroprevalencias mas bajas: Cabrales (1,5 %), Taramundi (2 %), Cangas de Onis (2,3 %),
Tineo (2,5 %) y Avilés (2,6 %). Las diferencias de seroprevalencia dentro de cada grupo no
fueron significativas. En la tabla 26 se muestran los valores del Chizmes resultantes de la
comparacion de las seroprevalencia a la infeccion entre las agrupaciones con los valores mas
extremos.

AGRUPACION  CABRALES  TARAMUNDI C. ONis TINEO AVILES
(1,5 %) (2 %) (2,3 %) (2,5 %) (2,6 %)

MIERES 438 * 5,42 * 424 * 8,54 ** 4,70 *

(12,8 %)

SALAS 17,59 #kx 6,61 ** 5,13 * 13,53 #kx 6,09 *

(11,4 %)

NAVIA 435 * 5,81 * 4,46 * 11,95 #*x 5,27 *

(10,5 %)

%AE;SE/)) 2,71 N8 3,358 247N 5,56 * 2,73 N8

LLANES 2,75 N8 3,50 NS 2,578 6,39 * 2,90 N8

(8,5 %)

Tabla 26.- Comparacion de las seroprevalencias segtin el serovar pomona en las
. 2
agrupaciones con valores extremos (Chl ).

b) Serovar grippotyphosa.- La distribucion del serovar grippotyphosa en la region no es
tan uniforme como la del serovar pomona. En 10 de las 29 agrupaciones no se detecté ningin
suero positivo, mientras que algunas de las 19 restantes tuvieron seroprevalencias
sensiblemente superiores a la media regional para este serovar (2,4 %). Estas ultimas
pertenecen en su totalidad a la zona occidental de la region. En la tabla 27 se muestran los
valores del ChiZYateS resultantes de la comparacion de las seroprevalencias entre las
agrupaciones con los valores mas extremos.

AGRUPACION VILLAVICIOSA PRAVIA LLANES
(0,6 %) (0,6 %) (0,7 %)

C. NARCEA 11,77 *** 11,52 *** 9,53 **

(9,4 %)

ALLANDE 8,94 ** 8,74 ** 7,19 **

(9 %)

TARAMUNDI 9,92 ** 9,71 ** 8,00 **

(8,8 %)

SOMIEDO 4,99 * 4,87 * 3,89 *

(5,8 %)

SALAS 4,22 * 4,11 * 3,23 NS

(4,8 %)

Tabla 27.- Comparacion de las seroprevalencias segtn el serovar grippotyphosa en las agrupaciones
con valores extremos (Chi 2).
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c) Serovar hardjo. Se detectaron casos positivos frente a este serovar en 14
agrupaciones. Las seroprevalencias fueron muy bajas, a excepcion de los correspondientes a la
agrupacion de Aller (5,5 %). Al comparar mediante el Chi® este valor con el de
la media regional para este serovar (0,8 %), la diferencia fue altamente significativa (Chi’yaes
25,44, p < 0,001). Si se consideran individualmente los dos concejos que integran la
agrupacion de Aller (Lena y Aller), se observa que la totalidad de los casos positivos
pertenecen al de Aller, lo que supone una seroprevalencia del 9 % en el mismo.

d) Serovar icterohaemorrhagiae. Se detectaron casos positivos en 13 agrupaciones,
siendo la seroprevalencia mas alta la correspondiente a la de Cudillero (5,6 %). Al comparar las
prevalencias obtenidas en las diferentes agrupaciones con la media regional (0,6 %),
unicamente el valor anteriormente mencionado fue significativamente diferente (Chi2 Vates
16,94, p < 0,001).

e) Serovar poi. Se detectaron casos positivos en 15 agrupaciones, siendo la
seroprevalencia mas alta la correspondiente a la agrupacion de Proaza (5,8 %). Al comparar las
prevalencias obtenidas en las diferentes agrupaciones con la media regional (0,6 %),
unicamente el valor anteriormente mencionado mostr6 diferencia significativa (Chi2 vates 11,49,
p < 0,001).

) Serovar autumnalis: Este serovar tuvo la distribucion mas restringida y la prevalencia
mas baja. Se halld en 9 agrupaciones y la prevalencia mas destacada fue el 1,8 % de Pravia y
Villaviciosa. Al comparar mediante el Chi” esta seroprevalencia con la media regional (0,4 %),
la diferencia fue moderadamente significativa (p < 0,01).

En la tabla 28 se muestran los valores del Chi’ vates para los serovares hardjo,
icterohaemorrhagiae, poi y autumnalis en las agrupaciones con seroprevalencias mas altas que
la media regional.

SEROVAR SEROPREVALENCIA AGRUPACIONES MAS Chi 2DIFERENCIA
MEDIA REGIONAL PREVALENTES (%) PREVALENCIAS
(%)

HARDJO 0,8 Aller 5,5 25,44 ***
Llanes 2,1 1,47

ICTERO 0,6 Cudillero 5,6 16,94 *#*
Cabrales 2,9 2,34 N8

pPoI 0,6 Proaza 5,8 11,49
Allande 3,0 2,410

AUTUMNALIS 0,4 Pravia 1,8 4,73 *
Villaviciosa 1,8 4,59 *

Tabla 28.- Comparacion de las seroprevalencias segin el serovar hardjo, icterohaemorrhagiae, poi 'y
. . . - . . .2
autumnalis en las agrupaciones con seroprevalencias mas altas que la media regional (Chi °).
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5.1.1.7. Seroprevalencia de la infeccion segun la raza

Las principales razas de vacas presentes en Asturias son la frisona, asturiana de la
montafia, asturiana de los valles y parda alpina. La frisona es la raza predominante en las areas
costeras y la asturiana de los valles en las de montafa. Las razas parda alpina y asturiana de la
montafia tienen menor entidad, persistiendo en pequeflo nimero en la montafia central y en la
oriental respectivamente. La mayoria de las explotaciones en la region son lecheras y en muy
pocos casos tienen cardcter mixto dada la actual tendencia hacia una especializacion
productiva. En general, las explotaciones lecheras se concentran en las dos areas costeras,
especialmente en la occidental, y las explotaciones de carne predominan en las areas de
montana .

El niumero y el porcentaje de sueros positivos seglin la raza se expresan en la tabla 29 y
en la figura 18. La raza asturiana de los valles tuvo la mayor seroprevalencia (14,6 %), seguida
de la raza frisona (9,5 %). Las razas pardo alpina, asturiana de la montafia y las encuadradas
como mixtas tuvieron seroprevalencias inferiores.

RAZA SUEROS POSITIVOS
N° %

Frisona 2.019 191 9,5
Ast. Valles 740 108 14,6
Mixtas 612 57 9,3
Parda Alpina 109 7 6,4
Ast. Montana 71 5 7,0
Otras 13 2 15,4
TOTALES: 3.564 370 10,4

Tabla 29.- Seroprevalencia de la infeccion segtin la raza.
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Figura 18.- Seroprevalencia de la infeccion segiin la raza.

Mediante la prueba del Chi’y, . se compararon las seroprevalencias correspondientes a cada una
de las razas presentes en la region (tabla 30). Unicamente resulté altamente significativa (p <
0,001) la diferencia entre la raza frisona y la asturiana de los valles, y moderadamente
significativa (p < 0.05) entre esta ultima y la parda alpina.

RAZA Ast. Valles Mixtas P. Alpina Ast. Montafa
Frisona 22,16 *%* 0,00 ™ 0,80 ™ 0,23 ™
Ast. Valles 2,48 ™ 6,31 * 2,48 ™
Mixtas 0,63 0,17
Parda Alpina 0,02 ™

Tabla 30.- Comparacién de las seroprevalencias en las distintas razas (Chiz).
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5.1.1.8. Seroprevalencia de la infeccion segun la raza y el serovar:

Considerando las seroprevalencias de la infeccion por los distintos serovares, se
observan diferencias muy marcadas entre las distintas razas (tabla 31, figura 19). Debe
destacarse que la mayor seroprevalencia total de la infeccion leptospiral en la raza asturiana de
los valles se debe fundamentalmente al serovar grippotyphosa, cuya seroprevalencia es bastante
inferior o inexistente en las demés razas. El serovar pomona es el predominante, con notable
diferencia sobre los restantes serovares, en todas las razas.

RAZA Pomona Grippot. Hardjo Icteroh. Poi Autumn.
% % % % % %
Frisona 5,8 1,7 0,2 0,6 0,6 0,4
Asturiana Valles 5,8 5,8 1,6 0,3 0,9 0,1
Mixtas 4.9 1,1 1,6 0,7 0,5 0,5
Parda Alpina 3,7 - - 2,8 - -
Asturiana Monte 5,6 - - 1,4 - -
Otras 7,7 - = - 7,7 ;

Tabla 31.- Seroprevalencia de la infeccion segtin la raza y el serovar.

Pomona Grippot.  Hardjo  Icteroh Poi Autum.

FRISONA AST. VALLES

Figura 19.- Seroprevalencia de la infeccion segtn la raza y el serovar.
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Las seroprevalencias correspondientes a las razas y serovares se compararon mediante
la prueba del ChizymES (tabla 32). Respecto al serovar pomona inicamente resultd altamente
significativa la diferencia entre la raza frisona y mixtas (p < 0,001), aunque los valores
respectivos del 5,8 % y 4,9 % no suponen una gran diferencia. Con referencia al serovar
grippotyphosa, las diferencias fueron altamente significativas entre la raza asturiana de los
valles y la frisona (p < 0,001), y entre la primera y las mixtas; y moderadamente significativa
entre la raza asturiana de los valles y la parda alpina (p < 0,05). Respecto al serovar hardjo, se
observaron diferencias altamente significativas entre la raza frisona y la asturiana de los
valles, y entre la primera y las mixtas (p < 0,001).

SEROVAR POMONA
RAZA Ast. Valles Mixtas P. Alpina Ast. Montafa
Frisona 0,00 ™ 27,91 ek 0,55 0,03™
Ast. Valles 0,38 ™ 0,47 ™ 0,04 ™
Mixtas 0,10 0,00 ™
Parda Alpina 0,06 ™

SEROVAR GRIPPOTYPHOSA

RAZA Ast. Valles Mixtas P. Alpina Ast. Montafia
Frisona 31,30 sekek 0,70 ™ 1,00 ™ 0,42 ™
Ast. Valles 19,20 5,52 * 3,28
Mixtas 0,35 0,08 ™
Parda Alpina -
SEROVAR HARDJO

RAZA Ast. Valles Mixtas P. Alpina Ast. Montafia
Frisona 14,53 sk 13,57 sk 0,25 0,67
Ast. Valles 0,04 ™ 0,82 2,32
Mixtas 0,81 " 0,32
Parda Alpina -

Tabla 32.- Comparacion de la seroprevalencia a la infecciéon por los serovares pomona,
grippotyphosa y hardjo segin la raza (Chiz).

Considerando las dos razas de mayor entidad en la region (frisona y asturiana de los
valles) y teniendo en cuenta que unicamente se encontraron diferencias significativas
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relevantes en relacion con el serovar grippotyphosa, se procedidé a comprobar si la
localizacion geografica podia ser una variable confusora, dado que la zona suroccidental
presento unos niveles de prevalencia frente a este serovar sensiblemente superiores al resto de
la region.

Realizada una estratificacion, incluyendo en el primer estrato las 5 agrupaciones
suroccidentales con seroprevalencias frente al serovar grippotyphosa significativamente
superiores a la media regional (Taramundi, Allande, Cangas del Narcea, Somiedo y Salas) y
en el segundo las restantes agrupaciones, la Chi® disminuyé de 31,3 (p < 0,001) a 5,06 (p <
0,05), lo que indica que la localizacion geografica ha constituido una variable ligeramente
confusora.

5.1.1.9. Seroprevalencia de la infeccion segun el tamaiio del rebafio

Las explotaciones de vacuno de Asturias, como ocurre en la mayoria de las regiones de
la cornisa cantabrica, son de tipo familiar, con una media de animales por rebafio todavia
bastante baja, aunque se ha incrementado de modo notable en los Ultimos afios. Los datos de
la distribucion por tamano del rebafio reflejan este hecho, puesto que el 63,3 % de las
explotaciones tienen menos de 20 vacas y tan solo el 6,4 % mas de 50 animales.

En la tabla 33 y figura 20 se muestra la seroprevalencia de la infeccion segun el
tamafio del rebafo. Al comparar los valores correspondientes mediante la prueba del Chi?y ates
no se observaron diferencias significativas.

TAMANO REBANO SUEROS POSITIVOS
N° %
1-10 1.057 105 9,9
11-20 1.202 127 10,6
21-50 1.079 118 10,9
> 50 228 20 8,8
TOTALES: 3.566 370 10,4

Tabla 33.- Seroprevalencia de la infeccion segtin el tamafio del rebafio.
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% 6_’

110 11.20 21-50 > 50

Figura 20.- Seroprevalencia de la infeccion seghin el tamafio del rebafio.

5.1.1.10. Seroprevalencia de la infeccion segiin el tamafio del rebaiio y el serovar

En la tabla 34 se muestra la seroprevalencia de la infeccion segtn el tamafio del rebafio
y el serovar. Las diferencias halladas entre los distintos grupos fueron minimas, no existiendo
diferencias significativas mediante la prueba del Chi’yaes.

TAMANO

-~ Pomona Grippot. Hardjo Icteroh. Poi Autumn.
REBANO % % % % % %
1-10 5,1 1,2 1,3 0,9 1,0 0,3
11-20 5,4 3,1 0,6 0,6 0,7 0,2
21 -50 6,2 2,7 0,6 0,6 0,4 0,6
> 50 6,1 2,6 0,0 0,0 0,0 0,0

TOTALES: 5,6 2.4 0,8 0,6 0,6 0,3

Tabla 34.- Seroprevalencia de la infeccion segiin tamafio del rebafio y serovar.
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5.1.1.11. Seroprevalencia de la infeccion segin la edad

En la tabla 35 y figura 21 se muestra la seroprevalencia de la infeccion seglin la edad.
Como ya se ha indicado, en el muestreo realizado no se ha podido contar con los sueros de los
animales menores de 6 meses y por tanto no estan incluidos en el grupo de menores de 3 afios.
Las seroprevalencias son muy parecidas en todos los grupos de edad, en torno al 10 %, que es
la seroprevalencia media de la region. Al comparar las seroprevalencias correspondientes a
cada grupo mediante la prueba del ChiZYateS no se observaron diferencias significativas.

EDAD SUEROS POSITIVOS
N° %
<3 490 53 10,8
3-8 2.637 264 10,0
>8 416 49 11,8
TOTALES: 3.543 370 10,4

Tabla 35.- Seroprevalencia de la infeccion segtin la edad.

<3 . >8

Figura 21.- Seroprevalencia de la infeccion segiin la edad.
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5.1.1.12. Seroprevalencia de la infeccion segin la edad y el serovar

En la tabla 36 se muestra la seroprevalencia a la infeccion segun la edad y el serovar.
No se observaron diferencias significativas entre los 3 grupos de edad y los diferentes

2
serovares por la prueba Chi’yes.

EDAD Pomona Grippot. Hardjo Icteroh. Poi Autumn.
% % % % % %
<3 6,5 2,2 0,2 0,8 0,4 0,6
3-8 5,4 2.3 0,8 0,6 0,6 0,3
> 8 5,8 2.9 0,9 0,9 0,9 0,7
TOTALES: 5,6 2,4 0,8 0,6 0,6 0,4

Tabla 36.- Seroprevalencia de la infecciéon segtin la edad y el serovar.

5.1.2. Niveles de anticuerpos

5.1.2.1. Distribucion de de los sueros positivos segun el titulo

La distribucién de los los sueros positivos segun el titulo se muestra en la tabla 37 y en
la figura 22. Los titulos obtenidos fueron en general bastante bajos, encontrandose el 21,9 %
de los sueros en niveles iguales o inferiores a 1/20 y el 46,3 % dentro del rango 1/40 - 1/80.

TITULO SUEROS
N° %

10 14 3,8
20 67 18,1
40 91 24,5
80 81 21,8
160 53 14,3
320 27 7,3
640 14 3,8
1.280 14 3,8
2.560 6 1,6
5.120 1 0,3
10.240 :

20.480 3 0,8
TOTALES: 371 100,0

Tabla 37.- Distribucion de los sueros positivos segtn el titulo.
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Figura 22 .- Distribucion de los sueros positivos segtn el titulo.

5.1.2.3. Distribucion de los titulos segun el serovar

No hay grandes diferencias en la distribucion de los titulos correspondientes a los
distintos serovares, que mayoritaria y consecuentemente se encuentran en el rango 1/40-1/80.
Cabe destacar el 13 % del titulo 1/1.280 para el serovar icterohaemorrhagiae. En la tabla 38 y
en la figura 23 se muestra la distribucion de titulos para cada uno de los 6 serovares

investigados.
TITULO

SEROVAR 10 20 40 80 160 320 640 1.280 2.560 5.120 20.480

% % % % % % % % % % %
Pomona 45 16,5 23,5 21,0 18,0 7,0 4,5 1,0 2,5 0,5 1,0
Grippotyphosa 24 235 235 224 94 8,2 3,5 7,1 - - -
Hardjo 7.4 3,7 222 259 14,8 11,1 7.4 3,7 - - 3,7
Icterohaemorr. 43 304 13,0 174 8,7 8,7 - 13,0 43 - -
Autumnalis - 23,1 385 30,8 - - - 7,7 - - -
Poi - 13,0 43,5 21,7 13,0 43 - 43 - - -

Tabla 38.- Distribucion de los titulos segtin el serovar.
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Figura 23.- Distribucién de los titulos segun el serovar.
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5.1.2.3. TMG segun el serovar

En la tabla 39 figuran los valores medios de los titulos codificados para cada uno de
los serovares y su correspondiente error estandar (Sm). Por el andlisis de la ANOVA, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los TMG de los distintos
serovares. La conversion de los titulos codificados en TMG se muestra en la misma tabla y en
la figura 24.

SEROVAR POSITIVOS MEDIA TITULO TMG (Sm)
CODIFICADO (Sm)

Pomona 200 3,03 (0,14) 82 (x11)
Grippotyphosa 85 2,87 (20,19) 73 (x11)
Hardjo 27 3,52 (£0,44) 115 (£14)
Icterohaemorrhagiae 23 3,13 (£0,49) 87 (x14)
Poi 23 2,70 (£0,29) 65 (x12)
Autumnalis 13 2,46 (20,43) 55 (%13)

TMG

Tabla 39.- Titulos codificados y TMG segtn el serovar.
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Figura 24.- TMG segtin el serovar.
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5.1.2.4. TMG segun la raza

En la tabla 40 se muestran los valores medios de los titulos codificados para cada una
de las razas y su error estandar (Sm). Los valores fueron comparados mediante el ANOVA,
sin detectarse diferencias estadisticamente significativas entre las diversas razas. La
conversion de los titulos codificados en TMG se muestra en la misma tabla y en la figura 25.

RAZA POSITIVOS MEDIA TiTULO TMG (Sm)
CODIFICADO (Sm)
Frisona 191 3,06 (30,13) 83 (*20)
Ast. Valles 108 3,16 (£0,20) 89 (*11)
Mixtas 57 2,91 (10,26) 75 (£12)
Parda Alpina 7 2,57 (£0,75) 59 (£17)
Ast. Montafa 5 1,60 (£0,40) 30 (+13)
Otras 2 3,50 (£0,50) 113 (£14)

Tabla 40.- Titulos codificados y TMG segtn la raza.

100 -

80

60

TMG

40

20~

A. Valles Frisona Mixtas A. Monte P. Alpina

Figura 25.- TMG segtn la raza.
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5.1.2.5. TMG segun el tamaiio del rebaiio

En la tabla 41 pueden verse los valores medios de los titulos codificados segin el
tamafio del rebafio asi como su error estandar (Sm). Los valores fueron comparados mediante
el ANOVA, sin detectarse diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los
grupos. La conversion de las medias de los titulos codificados en TMG se muestra en la
misma tabla y en la figura 26.

TAMANO POSITIVOS MEDIA TITULO TMG (Sm)

REBANO CODIFICADO (Sm)

1-10 105 2,79 (+0,18) 70 (*11)
11-20 127 3,12 (£0,17) 90 (+20)
21-50 118 3,15 (30,19) 89 (£11)
> 50 20 3,15 (20,41) 89 (£13)

Tabla 41.- Titulos codificados y TMG segun el tamaiio del rebaiio.

100-
80"
60

TMG

204"

110 11-20 21.50 > 50

Figura 26.- TMG segtin el tamaiio del rebafio.
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5.1.2.6. TMG segun la edad

En la tabla 42 se muestran los valores medios de los titulos codificados segtin la edad
asi como su error estandar (Sm). Los valores fueron comparados mediante el ANOVA, sin
detectarse diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los grupos. La
conversion de las medias de los titulos codificados en TMG se muestra en la misma tabla y en
la figura 27.

EDAD POSITIVOS MEDIA TiTULO TMG (Sm)
CODIFICADO (Sm)

<3 53 3,38 (10,25) 104 (£12)

3-5 148 3,03 (£0,16) 82 (+11)

6-8 116 3,01 (£0,19) 80 (+11)

>8 49 2,80 (£0,27) 70 (+12)

Tabla 42.- Titulos codificados y TMG segtn la edad.

120+
100-

<3 3-5

Figura 27.- TMG segln la edad.

81



5 - Resultados

5.2. ESTUDIO DE LA SEROPREVALENCIA DE LOS DIFERENTES
SEROVARES EN LOS REBANOS POSITIVOS

5.2.1. Rebaiios seropositivos al serovar pomona

En la tabla 43 se muestra la seroprevalencia de la infeccion en los 90 rebafios positivos
al serovar pomona. Como se observa en la figura 28, el 80 % de los rebafios tuvieron una
seroprevalencia menor del 31 %, el 17 % entre el 31 y el 60 % y solo el 3 % mayor del 60 %.
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Figura 28.- Distribucion de los rebafios seglin la seroprevalencia (serovar pomona).

En la figura 29 se muestra la distribucion de los rebanos segiin el TMG; en el 68 % de
los mismos fue menor de 160 y en el 29 % estuvo en el rango 160-640, siendo s6lo en un 3 %
superior a 640.
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Figura 29.- Distribucion de los rebafios segtin el TMG (serovar pomona).
Considerando globalmente los 90 rebafios, se detectaron 247 animales seropositivos

sobre un total de 1.715 investigados, lo que supone una prevalencia del 14,4 %. El TMG
global fue 76.
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Tabla 43.- Seroprevalencia y TMG en los rebafios positivos al serovar pomona.
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5.2.2. Rebaiios seropositivos al serovar grippotyphosa

En la tabla 44 se muestra la seroprevalencia de la infeccion en los 48 rebafios positivos
al serovar grippotyphosa. Como se muestra en la figura 30, el 86 % de los rebafios mostraron
una seroprevalencia menor del 31 % y el 14 % restante entre el 31 y el 60 %.
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Figura 30.- Distribucion de los rebafios segtin la seroprevalencia (serovar grippotyphosa).

En la figura 31 se muestra la distribucion de los rebafios segiin el TMG; en el 75 % de
los mismos fue menor de 160 y en el 25 % estuvo en el rango 160-640, no siendo superior a
640 en ninguno de los rebafios.
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Figura 31.- Distribucion de los rebafios segiin el TMG (serovar grippotyphosa).
Considerando globalmente los 48 rebafios, se detectaron 162 animales seropositivos

sobre un total de 1.003 investigados, lo que supone una prevalencia del 16,2 %. El TMG
global fue 69.
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Tabla 44.- Seroprevalencia y TMG en los rebafios positivos al serovar grippotyphosa.
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5.2.3. Rebaiios seropositivos al serovar hardjo

En la tabla 45 se muestra la seroprevalencia de la infeccion en los 24 rebafios positivos
al serovar hardjo. Como se refleja en la figura 32, el 54 % de los rebafios mostraron una
seroprevalencia menor del 31 %, el 29 % entre el 31 y el 60 %, destacando el 17 % de los
rebanos con una seroprevalencia del 100 %.
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Figura 32.- Distribucion de los rebafios seglin la seroprevalencia (serovar hardjo).

En la figura 33 se muestra la distribucion de los rebafios segiin el TMG; en el 67 % de
los mismos fue menor de 160 y en el 33 % restante estuvo en el rango 160-640.
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Figura 33.- Distribucion de los rebafios segtin el TMG (serovar hardjo).

Considerando globalmente los 24 rebafios, se detectaron 63 animales seropositivos
sobre un total de 246 investigados, lo que supone una prevalencia del 25,6 %. El TMG global
fue 69.
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Tabla 45.- Seroprevalencia y TMG en los rebafios positivos al serovar hardjo.
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5.2.4. Rebaiios seropositivos al serovar icterohaemorrhagiae

En la tabla 46 se muestra la seroprevalencia de la infeccion en los 21 rebafios positivos
al serovar icterohaemorrhagiae. Como se refleja en la figura 34, el 81 % de los rebafios
mostraron una seroprevalencia menor del 31 %, el 14 % entre el 31 y el 60 % y el 5 % mayor
del 60 %.
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Figura 34.- Distribucion de los rebafios seglin la seroprevalencia (serovar icterohaemorrhagiae).

En la figura 35 se muestra la distribucion de los rebafios segun su TMG; en el 67 %
fue menor de 160, el 19 % estuvo en el rango 160-640 y en el 14 % restante fue superior a
640.

50~

40

B

wWOoOZ>wmX

10 20 40 80 160 320 640 1280 2560 5120 10240 20480
TMG

Figura 35.- Distribucion de los rebafios seglin el TMG (serovar icterohaemorrhagiae).
Considerando globalmente los 21 rebafios, se detectaron 22 animales seropositivos

sobre un total de 207 investigados, lo que supone una prevalencia del 10,6 %. El TMG global
fue 79.
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Tabla 46.- Seroprevalencia y TMG en los rebafios positivos al serovar icterohaemorrhagiae.
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5.2.5. Rebaiios seropositivos al serovar poi

En la tabla 47 se muestra la seroprevalencia de la infeccion en los 20 rebafios positivos
al serovar poi. Como se refleja en la figura 36, el 60 % de los rebafios mostraron una
seroprevalencia menor del 31 %, el 30 % entre el 31 y el 60 % y el 10 % mayor del 60 %.

50

ES

nwoZpwml

L) L) L) L)
110 1120 21.30 31.40 41.50 51.60 61.70 71.80 81.90 91.100
SEROPREVALENCIA

Figura 36.- Distribucion de los rebafios segtin la seroprevalencia (serovar poi).
En la figura 37 se muestra la distribucion de los rebafios segun su TMG; en el 75 % de

los mismos fue menor de 160, en el 20 % estuvo en el rango 160-640 y sdlo en el 5 % fue
superior a 640.
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Figura 37.- Distribucion de los rebafios segiin el TMG (serovar poi).
Considerando globalmente los 20 rebafios, se detectaron 28 animales seropositivos

sobre un total de 200 investigados, lo que supone una prevalencia del 14 %. El TMG global
fue 63.
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Tabla 47.- Seroprevalencia y TMG en los rebafios positivos al serovar poi.
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5.2.6. Rebaiios seropositivos al serovar autumnalis

En la tabla 48 se muestra la seroprevalencia de la infeccion en cada uno de los 20
rebanos positivos al serovar autumnalis. Como se refleja en la figura 38, el 92 % de los
rebanos mostraron una seroprevalencia menor del 31 % y el 8 % restante entre el 31 y el 60 %.
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Figura 38.- Distribucion de los rebafios segtin la seroprevalencia (serovar autumnalis).

En la figura 39 se muestra la distribucion de los rebafios segiin el TMG; en el 100 %
de los rebafios fue menor de 160.
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Figura 39.- Distribuci6n de los rebafios segtin el TMG (serovar autumnalis).

Considerando globalmente los 12 rebafios, se detectaron 21 animales seropositivos
sobre un total de 166 investigados, lo que supone una prevalencia del 12,7 %. El TMG global
fue 42.
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Tabla 48 .- Seroprevalencia y TMG en los rebafios positivos al serovar autumnalis.
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5.2.7. Seroprevalencia de los rebafios positivos para los diferentes serovares

Las seroprevalencias de los rebafios positivos segun el serovar oscilan entre el 25,6 %
del serovar hardjo y los valores comprendidos entre el 10,6 % y el 16,5 % de los restantes
serovares (figura 40). Los TMG, sin embargo, presentan menores variaciones que van de 79
para el serovar icterohaemorrhagiae a 42 para el autumnalis.

Pomona Grippot. Hardjo Icteroh. Poi Autumn.

Figura 40 .- Seroprevalencia de los rebafios positivos segtin el serovar.

A fin de comprobar si las diferencias observadas eran significativas, se compararon las
seroprevalencias obtenidas en los rebafios infectados por los distintos serovares mediante la
prueba de la ChiZYateS (tabla 49). Las diferencias fueron altamente significativas entre el
serovar hardjo y los serovares pomona, grippotyphosa e icterohaemorrhagiae, y significativas
entre este mismo serovar y los serovares poi y autumnalis. Sin embargo no fueron
significativas las diferencias entre el resto de las combinaciones. Por otra parte, la
comparacion de los TMG mediante el ANOVA, mostrd que las diferencias entre los valores
correspondientes a cada serovar no eran significativas.

SEROVAR Grippotyphosa Hardjo Icterohaem. Poi Autumnalis
Pomona 1,38™ 19,47 **x 1,88 0,00 0,05 ™
Grippotyphosa 11,33 #** 3,64 0,43 ™ 1,07
Hardjo 15,58 *** 9,47 ** 9,47 **
Icterohaemorrhagiae 0,78 ™ 0,20™
Poi 0,05

Tabla 49.- Comparacion de las seroprevalencias en los rebafios positivos para los distintos
serovares (Chiz).
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5.3. EVOLUCION DE LA SEROPREVALENCIA DE LA INFECCION
DURANTE EL BIENIO 1993-1994

5.3.1. Evolucion de la seroprevalencia global

En la tabla 50 y en la figura 41 se muestra la evolucién de la seroprevalencia global y
del TMG durante el bienio 1993-1994. La seroprevalencia para el afio 1994 en los 27 rebaios
seleccionados (715 animales) fue del 13,4 %, sensiblemente inferior a la del afio anterior en
que la seroprevalencia fue del 21,3 %. El TMG apenas mostrd variacion de un afio a otro. El
tamafo de los rebafios vario ligeramente en el periodo transcurrido entre ambos muestreos, lo
que se refleja en el diferente nimero de sueros recogidos.

ANO REBANOS SUEROS ;;,OSITWOS T™MG
0

1993 27 776 165 213 79

1994 27 715 96 13,4 75

Tabla 50.- Evoluci6n de la seroprevalencia global y del TMG.
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Figura 41.- Evolucion de la seroprevalencia global y del TMG.
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5.3.2. Evolucion de la seroprevalencia y TMG para los serovares pomona,

hardjo y grippotyphosa

5.3.2.1. Serovar pomona

Los 12 rebafios en los que se estudio la evolucidon del serovar pomona fueron los que
mostraron un descenso mas marcado en el nimero de animales seropositivos, del 21 % en
1993 al 8 % en 1994. Hay que destacar el hecho de que en ninguno de los rebafios se produjo
un aumento de la seroprevalencia. La seroprevalencia para cada uno de los rebafios en ambos

afos se muestra en la tabla 51 y figura 42.

1993 1994
REBANO SUEROS POSITIVOS TMG SUEROS | POSITIVOS | 1pG
N % N %
1. 10 4 40 226 20 3 15 63
2. 1 4 36 134 5 1 20 32
3. 15 1 73 40 19 4 21 27
4. 10 5 50 140 1 2 8 90
5. 174 15 9 80 150 10 7 26
6. 36 5 14 46 38 1 3 20
7. 30 5 17 35 30 2 7 28
8. 5 4 80 & 6 1 17 | 1280
9. 27 7 26 86 28 1 4 40
10. 43 15 35 50 49 1 2 80
1. 28 7 25 3 12 1 8 80
12. 16 4 25 113 16 4 25 28
TOTALES: 405 86 21 73 384 31 8 92

%

Tabla 51.- Evolucién de la seroprevalencia y del TMG (serovar pomona).
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Figura 42.- Evolucion de la seroprevalencia y del TMG (serovar pomona).
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5.3.2.2. Serovar hardjo

En los 11 rebafios estudiados la seroprevalencia aumento ligeramente en el afio 1994.
Considerando individualmente alguno de los rebafios investigados se aprecié un notable
incremento en las tasas de seroprevalencia, del 31 % al 92 % en el rebafio nimero 3, y del 8 %
al 56 % en el nimero 6. La evolucion de la seroprevalencia y del TMG se muestran en la tabla
52y figura 43.

1993 1994
REBANO SUEROS 1\1:00 SITIY;:S TMG | SUEROS ;?SITIY/(O)S TMG
1. 5 1 20 40 4 0 - -
2. 3 1 33 160 2 0 - -
3. 13 4 31 452 12 1 92 117
4. 4 4 100 34 5 1 20 40
5. 3 1 33 40 5 0 - -
6. 25 2 8 226 25 14 56 452
7. 21 3 14 80 23 2 9 56
8. 10 10 100 25 12 2 17 10
9. 2 2 100 56 3 1 33 20
10 22 2 9 80 9 0 - -
11. 15 1 7 640 20 2 10 226
TOTALES: 123 31 25 94 120 33 28 65

Tabla 52.- Evolucién de la seroprevalencia y del TMG (serovar hardjo).
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Figura 43.- Evoluci6n de la seroprevalencia y del TMG (serovar hardjo).
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5.3.2.3. Serovar grippotyphosa

La seroprevalencia y el TMG de los rebafios positivos al serovar grippotyphosa
descendieron ligeramente en el bienio 1993-1994 (del 19 % al 15 % y de 72 a 68
respectivamente). No obstante, debe indicarse que el numero de rebafios investigados fue
bastante limitado, siendo los resultados muy dispares; por ejemplo, en dos de ellos la

seroprevalencia aumenté y en los otros dos disminuy¢ (tabla 53 y figura 44).

1993 1994
REBANO SUEROS POSITIVOS TMG SUEROS POSITIVOS TMG
N° % N° %
1. 174 29 17 40 150 16 11 37
2. 22 5 23 35 26 3 12 50
3. 35 10 29 120 32 11 34 51
4. 17 4 23 160 3 2 67 226
TOTALES: 248 48 19 72 211 32 15 68

Tabla 53.- Evolucion de la seroprevalencia y del TMG (serovar grippotyphosa).
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Figura 44.- Evolucion de la seroprevalencia y del TMG (serovar grippotyphosa).
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o7

typhosa

o7
.

5.3.2.4. Comparacion de la evolucion de las seroprevalencias y TMG para los serovares

djo 'y grippo

pomona, har

En las figuras 45 y 46 se comparan las seroprevalencias y los TMG para cada uno de
los serovares mas relevantes en los que se ha estudiado la evolucion de la infeccion durante el
serovares pomona 'y grippotyphosa mostraron una clara tendencia descendente, que fue mas

bienio 1993-1994. Las variaciones de los TMG fueron minimas en todos los serovares,
marcada en el primero, mientras que el serovar hardjo mostré la tendencia contraria.

mientras que la evoluciéon de las seroprevalencias reflejo notables diferencias; asi, los

01993
b1994
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Figura 45.- Evoluci6n de la seroprevalencia (serovares pomona, grippotyphosa y hardjo).
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Figura 46.- Evolucién de los TMG (serovares pomona, grippotyphosa y hardjo).
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6. DISCUSION

6.1. ESTUDIO SEROEPIDEMIOLOGICO DE LA INFECCION

Las infecciones leptospirales ocasionan importantes pérdidas econdmicas derivadas,
fundamentalmente, de los trastornos de la reproduccion (abortos y mortalidad perinatal) y del
descenso de la produccion lactea, aspectos que varian considerablemente segin los distintos
serovares implicados e incluso entre las cepas del mismo serovar (Pritchard, 1986; Bennett, 1993). Los
costes relacionados con el control de la enfermedad pueden llegar a ser muy elevados y derivan
de los analisis laboratoriales, las vacunaciones, los tratamientos antibioticos y otras medidas a
adoptar sobre los pastos (Black, 1988). Todo ello justifica sobradamente un mayor interés por estas
infecciones que el hasta ahora prestado en Asturias.

Las leptospiras por su transmisibilidad al hombre tienen un importante papel en la salud
publica, siendo consideradas como enfermedades profesionales. En este sentido, cabe resaltar
el cambio constatado en el patron epidemioldgico de la enfermedad humana, siendo en la
actualidad los granjeros el grupo de mayor riesgo (U.K. Public Health Laboratory Service, 1983). Los pocos
datos de que se disponen en Asturias también parecen confirmar este hecho, por cuanto los 2
unicos casos declarados en el afio 1993 corresponden a 2 agricultores, uno de Castropol y otro
de Oviedo (Consejeria de Sanidad y Servicios Sociales, 1993). En estas circunstancias, el estudio de la
infeccion en las poblaciones animales excede el ambito de la sanidad animal, ya que el control
de la infeccion en los animales, supone la mejor manera de prevenir la enfermedad en la
poblacion humana.

En un trabajo anterior realizado en nuestro laboratorio sobre las causas infecciosas de
aborto en el ganado vacuno asturiano se encontré que sobre 25 muestras de abortos bovinos 6
eran positivos a leptospiras por inmunofluorescencia (Prieto, 1991). La prueba fué realizada en el
Laboratorio de Investigaciones Veterinarias de Stormont (Belfast) en donde se indic6 al autor
la necesidad de confirmar los resultados con trabajos mds amplios (Prieto, 1.991, Comunicacion

personal).

En 1991, consultamos al Dr. Ellis, reconocido especialista mundial en leptospirosis,
sobre la mejor manera de abordar el estudio de las leptospiras como causa de abortos y otros
trastornos de la reproduccion en Asturias. En su opinion, dicho estudio no podia ser
emprendido sin conocer previamente los serovares presentes en nuestra region, su prevalencia,
distribucion, reservorios y otros factores que en definitiva implican un enfoque epidemiologico
del proceso.

Los estudios epidemiologicos vienen realizandose desde hace muchos afios en diversos
paises del mundo (Michna, 1967; Egan, 1986; Gaumont, 1966; Desmecht, 1986; Schildt et al., 1987; Andreani et al., 1986;
Collares-Pereira, 1991). Sin embargo, en Espafia no se han llevado a cabo mas que estudios limitados
(Covaleda y Pumarola, 1956; Cordero y Pla, 1959), salvo los realizados en la provincia de Cadiz (Leon Vizcaino
y Miranda, 1976; Ledn Vizcaino et al., 1977), que en todo caso son dificilmente extrapolables a Asturias.
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6.1.1. Eleccion y puesta a punto de la técnica diagndstica

Es evidente que la escasez de estudios sobre las infecciones leptospirales en nuestro
pais no es un hecho casual y se debe en gran medida a la falta de una técnica fiable, sencilla y
econdémica para su diagnostico.

Las técnicas serologicas son las que mejor se adaptan al procesamiento de gran nimero
de muestras y, en consecuencia, las mas utilizadas en cualquier estudio epidemioldgico. La
aglutinaciéon macroscopica, el MAT, la fijacion del complemento y el ELISA son las opciones
que inicialmente consideramos.

El ELISA es potencialmente la prueba de mayor utilidad (Eiis, 1986). En los ultimos afos
se han desarrollado diferentes ELISA con niveles de correlacion aceptables con la prueba de
referencia mundial (MAT) (Adler et al., 1980; Thiermann y Garret, 1983; Bercovich et al., 1990; Tagliabue et al.,
1994). No obstante, es evidente que esta técnica estd atin en periodo de ensayo y por tanto resulta
arriesgada su utilizacion en un area como la nuestra donde se realiza por primera vez el estudio
de la infeccion.

Por su sencillez, muchos laboratorios recurren al test de aglutinacién macroscopica en
portaobjetos, que utiliza cultivos concentrados de leptospiras inactivados por formol (Elian y
Nicoara, 1964, Nicolescu et al, 1982). Esta alternativa habia sido utilizada con anterioridad en el
Laboratorio de Sanidad Animal de Asturias. En el periodo de casi dos afos en el que se utilizd
un test comercial de macroaglutinacion (Diagnosticos Pasteur) sobre sueros de animales con
casuistica de aborto no se observo ningun resultado positivo, aunque si algunos sospechosos.
Una vez que dispusimos del MAT, realizamos una somera comparaciéon de ambas técnicas.
Para ello, utilizamos el test de macroaglutinacion con 20 sueros positivos al MAT y otros
tantos negativos; Unicamente el suero positivo con titulo muy alto al MAT (1/20.480) fue
positivo por macroaglutinacion. Estos resultados ponen en evidencia la falta notoria de
sensibilidad de esta prueba y estan en concordancia con los encontrados por Ellis (Elis, 1986).

El MAT es la prueba de referencia mundial. Exige un periodo previo de puesta a punto
y el mantenimiento permanente de cultivos de los diferentes serovares de leptospiras para las
que no existe un medio de cultivo comercial adecuado. Sin embargo, es la prueba mas fiable,
aspecto prioritario tratandose del primer estudio de la infeccion leptospiral en la region.

La eleccion del MAT para la realizacion de nuestro estudio hizo necesario un periodo
de aprendizaje en el Laboratorio de Investigaciones Veterinarias de Stormont y la posterior
adaptacion a nuestro laboratorio de las técnicas alli realizadas. La lectura de los resultados se
realiza mediante microscopia de campo oscuro, valorando el porcentaje de lisis o de
aglutinacion de la suspension de leptospiras, lo que siempre tiene un caracter subjetivo. No
obstante, esta subjetividad se reduce en gran medida al unificar nuestros criterios con los de los
técnicos de un laboratorio de reconocida experiencia.
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No existe un criterio establecido sobre la dilucion inicial de los sueros en el MAT.
Algunos autores consideran positivos los titulos superiores a 1:10 (Michna, 1971), otros los iguales
o superiores a 1:100 (Miller et al., 1991) y otros los superiores a 1:400 (Shonberg et al., 1986). La primera
consideracion que debemos hacer es que cuanto mas elevado sea el limite establecido mayor
sera la especificidad y menor la sensibilidad. Por otra parte, la adopciéon del limite 1:100, para
la exportacion de animales, ha sido cuestionada por numerosos autores que han confirmado la
existencia de eliminadores renales cronicos con titulos de 1:10 o inferiores (Eliis et al., 1982a), asi
como un porcentaje importante de vacas que abortan por leptospiras con titulos similares (Eliis et
al., 1982a). Nuestro criterio ha sido considerar positivos todos los titulos superiores a 1:10, dado
que se trata de un estudio epidemioldgico y no clinico.

Debe indicarse que, a pesar de haberse establecido el limite de positividad en el titulo
1:10, s6lo hemos observado reaccion frente a mas de un serovar en dos de los sueros positivos
(0,54 %), siendo en ambos casos el titulo frente a uno de ellos sensiblemente superior que
frente al otro. En tales casos, unicamente se han considerando positivos al serovar que tuvo
mayor titulo. El hecho de que los 6 serovares utilizados en nuestro estudio pertenezcan a
serogrupos diferentes es, posiblemente, la causa del escaso nimero de reacciones cruzadas.

6.1.2. Seroprevalencia y niveles de anticuerpos

La seroprevalencia global de la infeccidon por leptospiras en la region asturiana en el afio
1993 fue del 10, 4 %. Para una correcta valoracion de este resultado se debe tener presente que
corresponde a la seroprevalencia por 6 serovares (pomona, grippotyphosa, hardjo,
icterohaemorrhagiae, poi y autumnalis) y tiene como limite de positividad la dilucién 1/10.

Si consideramos unicamente los titulos iguales o superiores a 1/100, la seroprevalencia
es del 5,5 %, dato que es interesante utilizar cuando se comparan nuestros resultados con los de
otros estudios que han adoptado dicho criterio (tabla 3). Asi, podemos encuadrar a la region
asturiana entre las areas de seroprevalencia baja, cercanas al 2,2 % de Dinamarca (Pedersen, 1986)
o al 1,8 % de Francia (Gaumont y Trap, 1986), pero muy por debajo del 34,4 % del Reino Unido
(Pritchard, 1986), del 26 % de Holanda (Bercovich, 1986) y del 20,3 % de Italia (Andreani et al., 1986).

Los titulos de los sueros positivos fueron en general bastante bajos, estando
mayoritariamente comprendidos entre 1:40 y 1:160. Teniendo en cuenta la evolucion de los
titulos de anticuerpos en las infecciones leptospirales (Hellstrom, 1978), €s mucho mas probable que
los sueros positivos sean tomados durante el prolongado periodo de descenso de dichos titulos
que en la corta fase ascendente y de meseta.
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El analisis mas profundo de nuestros resultados en relacion con los obtenidos en otros
paises cercanos hace que nos preguntemos hasta que punto estas diferencias son reales o se
deben a las grandes variaciones existentes en el planteamiento de los estudios, en las técnicas
utilizadas y/o en la interpretacion de los resultados.

Es evidente que, pese a los intentos realizados por armonizar estos estudios, existen
multiples condicionantes que impiden alcanzar una homogeneidad total. No obstante, se
pueden extraer datos de indudable interés especialmente si se consideran mas aspectos que el
mero valor de prevalencia obtenido.

En los Laboratorios Centrales con gran tradicion y experiencia como el de Lelystad en
Holanda, Alfort en Francia y Weybridge en el Reino Unido, se lleva realizando el diagnostico
de las infecciones leptospirales desde hace muchos afios sobre un gran numero de animales.
Esto les permite tener un gran conocimiento de la evolucion de estas infecciones en los ultimos
afnos. Sus datos generalmente han sido obtenidos a partir de animales sospechosos de padecer
la enfermedad o de animales con destino a la exportacion (Gaumont y Trap, 1986; Bercovich, 1986;
Pritchard, 1986). Sin embargo, nuestros datos de seroprevalencia provienen de animales
seleccionados expresamente para un estudio epidemiologico transversal, aspecto que debe
valorarse al establecer comparaciones entre ellos.

Por el contrario, el estudio realizado en 1986 por Shonberg y otros en la antigua
Republica Federal Alemana guarda gran similitud con el nuestro. Su objetivo era conocer los
niveles de infeccion existentes en Alemania para decidir posteriormente si era necesario
adoptar medidas de control. La recogida de muestras siguié un esquema prefijado, analizando
un 0,1 % del censo vacuno nacional. La técnica utilizada fue el MAT con 10 serovares entre
los que estan incluidos la totalidad de los utilizados en nuestro estudio a excepcidn del serovar
poi. No obstante, debe tenerse en cuenta que el criterio de positividad se establecié en titulos
iguales o superiores a 1/400; si bien, aportan el dato correspondiente al nimero de sueros
reaccionantes a titulos superiores a 1:100. La prevalencia asi obtenida fue del 8,6 %, no
demasiado alejada del 5,5 % obtenido en Asturias.

En resumen, podriamos decir que resultados aparentemente muy diferentes pueden no
serlo tanto cuando es posible compararlos bajo los mismos criterios, aunque también puede
suceder lo contrario. En consecuencia, es necesario un analisis detallado de los estudios de
prevalencia en los paises vecinos, que vaya mas alla de los valores obtenidos, considerando las
técnicas diagndsticas utilizadas, animales muestreados, criterios de positividad, etc.

Por otra parte, el propio caracter de las infecciones leptospirales, muy ligado a factores
ambientales y ecologicos de caracter local, hace que los resultados deban ser interpretados en
base a las caracteristicas de la zona estudiada, siendo dificiles de extrapolar a otras areas.

6.1.3. Seroprevalencia y niveles de anticuerpos por los distintos serovares
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Puesto que sélo es posible investigar unos pocos del gran numero de serovares de L.
interrogans existentes, el analisis de la seroprevalencia para cada uno de los 6 serovares
investigados resulta de mayor interés que el aportado por las cifras globales.

De los resultados obtenidos, lo mas llamativo es la baja seroprevalencia del serovar
hardjo (0,8 %) en comparacion con otros paises como Irlanda con el 31,6 % (Egan, 1986) y el
Reino Unido entorno al 30 % (pritchard, 1986). Puede argumentarse que la situacion de las Islas
Britanicas, como para muchas otras enfermedades, es bastante diferente de la del resto de
Europa. Sin embargo, también se encuentran valores de seroprevalencia elevados en paises
como Suiza con el 28,8 % (Brieger y Brack, 1986) y Holanda con el 14 % (Bercovich, 1986). En muchos
otros paises, sin llegar a estos niveles, el serovar hardjo siempre aparece como el serovar mas
prevalente en bovinos. A pesar de la baja seroprevalencia detectada en Asturias, no debe
olvidarse que es el tnico adaptado al ganado vacuno como hospedador de mantenimiento,
siendo posible un cambio en la situacion actual. Asi, en Holanda, donde se realizd6 un
seguimiento continuado, la prevalencia aumento del 0,4 % en 1974 al 14 % en 1983 (Bercovich,
1986).

La seroprevalencia obtenida frente al serovar pomona (5,6 %) es en principio mas
esperada por cuanto es uno de los serovares cldsicamente asociados al ganado vacuno. Sin
embargo, este serovar se encuentra en la actualidad en niveles muy bajos e incluso no se ha
detectado en estudios recientes realizados en Italia (Andreani et al., 1986), Alemania (Schonberg et al.,
1986) y Francia (Gaumont y Trap, 1986). Al ser en nuestro estudio el serovar mas prevalente nos
recuerda la situacion de hace unas décadas en muchos paises europeos.

El serovar grippotyphosa con una prevalencia del 2,4 % es junto a pomona el Unico
serovar con cierta relevancia en la region. También es un serovar frecuentemente asociado al
ganado vacuno especialmente en aquellas zonas donde es abundante su hospedador de
mantenimiento Microtus arvalis (Pedersen, 1986). Dado que este topillo es relativamente
abundante en Asturias (Nores, 1986), es bastante probable que también aqui actie como
reservorio.

El serovar icterohaemorrhagiae mostr6 una seroprevalencia del 0,6 %, resultado acorde
con su cada vez menor presentacion en muchos paises europeos, lo que algunos autores asocian
a una mejora en las condiciones higiénicas de las explotaciones y en particular de la calidad del
agua (Gaumont y Trap, 1986). Se han descrito brotes agudos de leptospirosis en bovino en nuestro
pais por este serovar (Perez Bonilla et al., 1983).

Los serovares poi y autumnalis presentaron unos valores de seroprevalencia muy bajos:
0,6 % y 0,4 %, respectivamente. La escasa participacion de la infeccion en el vacuno concuerda
con la de otros muchos estudios (Little et al., 1980; Desmecht, 1986; Schonberg et al., 1986) y Sirve para
contrastar las diferencias existentes con los serovares pomona 'y grippotyphosa.

Se han descrito diferencias en los niveles de anticuerpos en las infecciones por distintos
serovares en vacuno, con titulos maximos mas elevados para el serovar icterohaemorrhagiae
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(1/20.000) que para el serovar hardjo (1/1.600-3.000) (Faine, 1994). Los TMG obtenidos en
nuestro estudio fueron muy similares en los 6 serovares (tabla 40), dato que no debe
considerarse discrepante con lo anteriormente citado, ya que las diferencias en los titulos
maximos solo son apreciables en un lapso de tiempo corto tras la instauracion de la fase aguda,
que por su corta duracidon no tiene tanta representacion en un estudio epidemiolodgico como las
fases posteriores en las que los titulos estan descendiendo. Por esta razon, la constatacion de
diferencias en los niveles de anticuerpos para los distintos serovares hay que buscarla en la
distribucion de los sueros positivos por titulos (tabla 39), en la que se observa un 13 % de
titulos 1/1.280 para el serovar icterohaemorrhagiae sensiblemente superior al 3,7 % del serovar
hardjo.

6.1.4. Seroprevalencia y niveles de anticuerpos segin raza, tamaio del
rebaio y edad

Aunque las infecciones leptospirales han sido descritas en todas las razas bovinas, se
cita una mayor tasa de presentacion en las razas de carne que en las de leche (Radostits et al., 1994).
También en nuestro estudio la raza asturiana de los valles, de aptitud carnica, mostré unos
valores de seroprevalencia mdas elevados que la raza frisona, sin que en todo caso las
diferencias fueran muy marcadas. Cuando este dato se analiza para cada serovar, se comprueba
que las diferencias unicamente estan referidas al serovar grippotyphosa, siendo la prevalencia
de la infeccion por los restantes serovares similares en todas las razas. Sin embargo, es evidente
que las distintas zonas de distribucion y sistemas de explotacion de las dos razas predominantes
en Asturias, la asturiana de los valles y la frisona, tienen mayor influencia en las diferencias de
seroprevalencia que las caracteristicas inherentes a la raza. Se observa una marcada tendencia
suroccidental en la distribucion del serovar grippotyphosa, area en la que el ganado vacuno de
la raza asturiana de los valles es la predominante, por lo que cabe pensar que la mayor
seroprevalencia de este serovar en la raza asturiana de los valles puede estar mas relacionada
con factores geograficos que raciales. De hecho, hay una notable disminucién en la
significacion de la asociacion seroprevalencia-raza al realizar una estratificacion por areas, lo
que demuestra que el factor geografico esta actuando en cierta medida como variable
confusora.

No se han encontrado diferencias significativas entre el tamafio del rebafio y la
seroprevalencia global o por serovar. Cabria esperar que los rebafios de menor tamafio por ser
mayoritariamente explotaciones tradicionales tuvieran peores condiciones higiénicas y por
tanto un ambiente mdas favorable a la difusién de las leptospiras que los rebafios de mayor
tamafio que, en general, tienen mejores condiciones higiénicas. Sin embargo, en Asturias poco
tienen que ver los rebafios de raza frisona de aptitud lactea con los de raza asturiana de los
valles de aptitud carnica. En el primer caso, un mayor tamafio del rebafio suele corresponderse
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con una explotacion mas tecnificada, en la que las condiciones higiénicas son mejores y por
tanto el riesgo de difusion de las leptospiras es menor. Por el contrario, en los rebafios de razas
autoctonas de carne, un mayor numero de animales no supone unas mejores condiciones
higienicas de la explotacion.

La receptividad a la infeccion leptospiral es mayor en los animales jovenes que en los
adultos (Radostits et al., 1994). En nuestro estudio no se ha podido contar con los sueros de animales
menores de 6 meses en los que en principio cabria esperar mayores diferencias. En los restantes
animales no se han observado diferencias entre la seroprevalencia global ni en la
correspondiente a cada uno de los serovares con relacion a la edad. En algunos estudios se ha
evidenciado un incremento de la seroprevalencia con la edad (Prescott et al., 1988). No obstante,
estos estudios corresponden a brotes de leptospirosis en rebafios que dificilmente pueden
extrapolarse a estudios de seroprevalencia.

Las escasas diferencias de seroprevalencia encontradas en relacion con la raza, tamafio
del rebano y edad ponen de manifiesto que, en las infecciones leptospirales los factores
relacionados con el hospedador tienen mucha menor influencia que aquéllos dependientes del
agente o del medio ambiente.

6.1.5. Seroprevalencia y niveles de anticuerpos segun agrupacion geografica
y areas naturales

No se han observado diferencias muy marcadas en los valores de seroprevalencia
obtenidos en las diferentes areas geograficas de la region asturiana. En cualquier caso las
diferencias son mas apreciables cuando se consideran las divisiones menores (agrupaciones)
que las de &mbito mayor (4reas naturales). Este hecho parece estar en consonancia con la teoria
de los focos naturales de infeccion, que implica una mayor preponderancia de los factores
geograficos, climaticos y zooldgicos locales sobre los generales (Torten, 1979).

Entre las 6 areas naturales de la region, sdlo la montafia central mostr6 una prevalencia
ligeramente superior a las restantes. En las 29 agrupaciones territoriales, las diferencias de
seroprevalencia son mayores, pero sin existir una distribucion regular entre las zonas de
seroprevalencia mas alta (15 al 20 %) y las de seroprevalencia mas baja (< 5 %). No obstante,
las 4 agrupaciones con mayor seroprevalencia se encuentran en el occidente de la region,
comprendiendo tanto agrupaciones costeras como de valles o de montaa.

El andlisis conjunto de los 6 serovares enmascara ciertas diferencias que son detectables
en el estudio individual de cada uno de ellos, lo que refleja la existencia de ciclos
epidemioldgicos diferentes para cada serovar muy en dependencia de los diferentes
hospedadores de mantenimiento (Littie, 1986).
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Como consideracion general, cabria esperar una mayor prevalencia de la infeccién por
leptospiras en una regién como Asturias, en la que las condiciones geograficas y climaticas son
en principio propicias a la supervivencia de estos agentes. Sin embargo, las prevalencias
obtenidas frente a los serovares pomona y grippotyphosa no son nada despreciables al tratarse
de serovares para los que el ganado vacuno es un hospedador accidental. La mayor diferencia
con la situacion de otros paises esta determinada por el serovar hardjo, que por muy propicias
que sean las condiciones ambientales, debe entrar en un area principalmente a través de un
bovino portador (Blackmore y Hataway, 1979; Ellis et al., 1981).

El serovar pomona se encuentra uniformemente distribuido en la regidon asturiana,
estando presente en la totalidad de las agrupaciones geograficas, sin que pueda apreciarse
ninguna tendencia definida en su distribucion. De hecho, las 5 agrupaciones con una
seroprevalencia mayor se encuentran bastante separadas entre si y corresponden tanto al area
costera (oriental y occidental) como al area central o de montana. Las tasas de seroprevalencia
no estan demasiado alejadas de la media regional.

Pese a que durante mucho tiempo se ha atribuido a la especie porcina el papel de
hospedador de mantenimiento de este serovar (van der Hoeden, 1958), parece poco probable que ésto
ocurra en Asturias, donde su censo es muy reducido y cada vez es mas inusual encontrar
explotaciones en las que convivan ambas especies. Por otra parte, en una reducida encuesta
serologica que realizamos sobre unos 100 cerdos procedentes de diversos puntos de la region
sacrificados en el matadero municipal de Gijon, no se detectd ningun caso positivo. Sin duda,
si esta especie estuviera actuando como reservorio del serovar pomona, cabria esperar una
seroprevalencia positiva. Por todo ello, parece que puede existir alguna especie de vida libre
que esta actuando de hospedador de mantenimiento para este serovar, tal como ya ha sido
sefalado por otros investigadores (Hathaway et al., 1981; Little, 1986).

La marcada tendencia suroccidental observada para el serovar grippotyphosa contrasta
notablemente con la distribucion uniforme del serovar pomona. Las agrupaciones de
Taramundi, Allande, Cangas del Narcea y Somiedo, todas ellas limitrofes, presentan una
seroprevalencia cercana al 10 %, superando incluso los valores obtenidos para pomona. El
serovar grippotyphosa no se ha encontrado en la gran mayoria de las agrupaciones del oriente
de la region y ha tenido una distribucion muy definida, lo que no se ha observado con los
restantes serovares. Las causas de la mayor presencia del serovar grippotyphosa en la zona
suroccidental de la region deben buscarse en la presencia de alguna especie de vida libre que
actue como hospedador de mantenimiento. El topillo campesino (Microtus arvalis), que esta
considerado en diversos paises como el reservorio del serovar grippotyphosa (Borcic et al., 1987;
Kuiken et al., 1991; Zanni et al., 1995), €s bastante abundante en Asturias, al igual que otras especies
proximas como el Microtus agrestis y el Microtus nivalis (Nores, 1986).

Sin embargo, como dichas especies no se encuentran exclusivamente confinadas en la
parte suroccidental de la region, deben valorarse otros factores de influencia, posiblemente

108



6 - Discusion

geologicos. En contraste con las zonas de montafia oriental y central donde la caliza es
abundante y el agua se filtra con facilidad, la zona de montafa suroccidental tiene una
predominancia de turberas que da lugar a un mayor encharcamiento de los pastos y, por lo
tanto, a una mayor humedad, representando un habitat favorable a la supervivencia de las
leptospiras excretadas en la orina por los animales portadores.

El serovar hardjo tGnicamente ha sido detectado con cierta constancia en un area
reducida de la region asturiana. Mientras que la seroprevalencia global del mismo no supera el
0,8 %, en la agrupacion territorial de Aller es del 5,5 %. La diferencia es todavia mas acentuada
si se consideran individualmente los 2 concejos incluidos en la referida agrupacion, puesto que
todos los casos se detectaron unicamente en el concejo de Aller, en el que la seroprevalencia
fue del 9,9 %. Este hecho tiene una gran trascendencia por cuanto demuestra que el serovar
hardjo esta presente en la regién y aunque la seroprevalencia global sea muy baja en la
actualidad, la reconocida adaptacion de este serovar al ganado vacuno como hospedador de
mantenimiento puede ser determinante de que la situacién pueda variar en proéximos afios, con
el consiguiente riesgo para la totalidad de la cabana bovina regional.

No resulta facil, con los datos disponibles, aventurar una hipotesis sobre la presencia del
serovar hardjo en el concejo de Aller. Parece improbable una introduccion externa de la
infeccion dado que la mayoria del vacuno del concejo es de raza autdctona y existe un flujo
comercial de cardcter muy local. Solo estan censadas en el concejo 87 frisonas, 1.541
asturianas de los valles, 473 pardo alpinas y 2.992 mixtas. Las condiciones ambientales si son
en principio favorables a la difusion de las leptospiras ya que hay abundancia de agua del
deshielo, con rios que frecuentemente se desbordan inundando los pastizales limitrofes, y existe
régimen de pastoreo en montes comunales.

El serovar icterohaemorrhagiae esta escasamente representado en las distintas
agrupaciones territoriales, siendo ademés su distribuciéon muy irregular. Unicamente la
agrupacion de Cudillero mostré una seroprevalencia del 5,6 %, significativamente superior a
las restantes. No contamos con suficiente informacidn para valorar este resultado sin embargo,
no se le puede dar la misma importancia que al obtenido para el serovar hardjo en la
agrupacion de Aller, dado que el ganado vacuno no es un hospedador adecuado para el serovar
icterohaemorrhagiae.

Las mismas consideraciones podrian hacerse para el serovar poi, de escasa presencia e
importancia en las diferentes agrupaciones a excepcion de la de Proaza, en la que alcanza una
seroprevalencia del 5,8 %, significativamente superior a la media regional para este serovar,
pero tampoco demasiado elevada.

El serovar autumnalis es el de menor presencia en Asturias; tan solo se ha detectado en

9 agrupaciones irregularmente distribuidas por la region y en todos los casos con prevalencias
entorno al 1 %.
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6.2. ESTUDIO DE LA SEROPREVALENCIA DE LOS DISTINTOS
SEROVARES EN LOS REBANOS POSITIVOS

El estudio epidemioldgico de las infecciones leptospirales entrafia numerosas
dificultades, derivadas fundamentalmente de las notables diferencias existentes entre serovares
(Thiermann, 1984) y de la gran importancia que adquieren los aspectos ambientales locales (Blaha,
1989). Esto hace que el conocimiento de estas infecciones no pueda ser abordado desde un tinico
punto de vista. En consecuencia, se considerod la necesidad de complementar el estudio general
de la infeccion en la region con otro realizado sobre una seleccion de rebafios seropositivos,
que permitiera conocer el comportamiento de la infeccion dentro de los rebafios. La
trascendencia que tiene la dindmica de la infeccion en los rebafios de cara al establecimiento de
cualquier programa de control (van der Kamp et al., 1990; Bennett, 1993), €s otro de los aspectos que
justifican este nuevo estudio.

La baja seroprevalencia regional desaconsejaba la seleccion al azar de las explotaciones
a estudiar. Por ello, se decidi6 centrar el estudio en los rebafios positivos detectados en el
muestreo aleatorio regional, investigando la totalidad de los animales de los mismos. Debe
precisarse, por tanto, que la consideracion de rebafio positivo la hemos realizado en base a la
existencia de al menos un animal seropositivo en el rebafio. Asimismo, se seleccionaron por
separado los rebafos positivos a cada serovar, al ser éste un factor determinante de las mayores
variaciones en el comportamiento de la infeccion (Thiermann, 1984).

Los resultados mostraron una seroprevalencia de la infeccion significativamente mas
alta en los rebafos positivos al serovar hardjo (25,6 %) respecto a los rebafios positivos a otros
serovares (10,6 % a 16,5 %), entre los cuales las diferencias no fueron significativas. Existe,
por tanto, una concordancia entre nuestros resultados y los actuales conocimientos de la
epidemiologia de la infeccion por el serovar hardjo, unico serovar conocido hasta ahora que
tiene como hospedador de mantenimiento al ganado vacuno (Eliis et al., 1981).

El resto de los serovares presenta una seroprevalencia baja teniendo en cuenta que se
trata de rebafos positivos, lo que hace pensar en el caracter accidental de estas infecciones para
el ganado vacuno, muy en relacion con el corto periodo de eliminacion del agente y con la
inexistencia de portadores cronicos renales. Este hecho es especialmente notorio en los rebaios
positivos al serovar icterohaemorrhagiae, dado que en 20 de los 21 rebafios investigados sélo
se detectd un animal positivo.

Podria pensarse que la baja seroprevalencia evidenciada en muchos de los rebafios, tiene
que ver con los bajos titulos que en general se han observado. Sin embargo, debe recordarse
que la eliminacién de leptospiras es una secuela cronica de la infeccion que se produce cuando
los titulos ya estan descendiendo (Eiis, 1990). De hecho, en algunos de los rebafios positivos al
serovar icterohaemorrhagiae, los titulos llegaron a ser de 1/1.280 sin que se detectara nigun
otro animal positivo en el rebafio; por el contrario, rebafios con seroprevalencias del 100 %
frente al serovar hardjo mostraron TMGs tan bajos como de 30 6 de 60.
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6.3. EVOLUCION DE LA SEROPREVALENCIA DE LA INFECCION
DURANTE EL BIENIO 1993-1994

Se han descrito variaciones en la persistencia de anticuerpos leptospirales segun los
distintos serovares: desde 240 dias para el serovar hardjo, hasta tan solo 39 dias para el serovar
pomona (Fairbrother, 1985). No obstante, estos datos corresponden a infecciones experimentales,
considerandose que en las infecciones naturales los periodos son mas largos (Helistrom, 1978).

La labor de busqueda de los sueros de esas explotaciones entre la totalidad de sueros
recibidos en la Campaiia de Saneamiento de 1994 planteo dificultades que limitaron el nimero
de estudio. Esa es la razén por la que Ginicamente se estudiaran los 3 serovares mas prevalentes
(pomona, grippotyphosa y hardjo) y las areas geograficas mas importantes. En algunas de las
explotaciones investigadas, las variaciones en la composicion del rebafio (por venta, sacrificio,
etc.) no permitieron realizar el seguimiento del 100 % de los animales presentes en el aflo 1993.

Pese a las limitaciones del muestreo, se observd una disminucion importante de la
seroprevalencia global correspondiente a los 3 serovares citados, del 21,3 % al 13,4 %. En los
rebanos positivos al serovar pomona y grippotyphosa, la seroprevalencia descendid del 21 % al
8 % y del 19 % al 15 %, respectivamente; en los rebafos positivos al serovar hardjo la
seroprevalencia subio ligeramente del 25 % al 28 %. Estos resultados parecen estar en
concordancia con los actuales conocimientos sobre la leptospirosis causada por el serovar
hardjo; no sélo la difusion dentro del rebafio es mayor que otros serovares, sino que la
persistencia en el mismo se prolonga por ser el vacuno el hospedador de mantenimiento (Ellis et
al, 1981). Por el contrario, parece que en el caso del serovar pomona, el ganado vacuno no
constituye un hospedador tan adecuado.

6.4. CONTROL DE LA INFECCION POR LEPTOSPIRAS EN ASTURIAS

El conocimiento de la prevalencia de la leptospirosis en Asturias tiene como fin ultimo
decidir si deben adoptarse en la regiéon medidas de control y, en su caso, elegir las mas
adecuadas. Las medidas higiénicas, el control de los reservorios silvestres, la vacunacion, la
terapia antibidtica, el diagnostico, y la eliminaciéon de portadores son los principales
instrumentos actualmente utilizados en el control de las infecciones leptospirales (South y Stoenner,
1974; Hanson, 1982).

La eleccion del método de control mas adecuado en un area determinada debe basarse
en un buen conocimiento de los serovares presentes en el mismo y su difusion en los rebafios.
Asi por ejemplo, las bacterinas multivalentes deben contener los serovares presentes en el pais
o regidon en que se vayan a utilizar, dada la carencia de proteccion cruzada entre los diferentes
serovares (Thiermann, 1984).

En Asturias, los serovares mas prevalentes fueron pomona y grippotyphosa, por lo que

de plantearse la utilizacion de vacunas deberian contener dichos serovares. A este respecto, es
importante resefiar la tendencia de muchas compafias farmacéuticas a elaborar vacunas
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monovalentes frente al serovar hardjo, basandose en que este serovar es el mas prevalente en
muchos paises del mundo. En todo caso, la escasa difusién en los rebafos de la region de los
serovares pomona y grippotyphosa no parecen justificar la vacunacion como pauta general.

Respecto al serovar hardjo, debe valorarse su adaptacion al ganado vacuno como
hospedador de mantenimiento y, en consecuencia, es aconsejable adoptar medidas especiales
de seguimiento que detecten cualquier variacioén en los bajos niveles actuales de prevalencia.
Asimismo, podria valorarse la conveniencia de la vacunacion en algunos de los rebafios del
concejo de Aller en los que la prevalencia fue muy elevada, aunque esta medida nunca debe
adoptarse sin un analisis previo mas pormenorizado.

La deteccion y tratamiento de los animales portadores es la pauta ideal en las areas
donde solo se detecten casos esporadicos. Sin embargo, no siempre resulta facil por que dichos
animales tienen niveles de anticuerpos muy bajos, muchas veces por debajo de los niveles
detectables.
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e PRIMERA: La seroprevalencia global de la infeccion leptospiral en el ganado vacuno de la
region asturiana es del 10,4 %. Los serovares con las seroprevalencias mas destacadas son
pomona (5,6 %) y grippotyphosa (2,4 %); los serovares hardjo, icterohaemorrhagiae, poi 'y
autumnalis muestran una seroprevalencia inferior al 1 %.

e SEGUNDA: El serovar pomona presenta una distribuciéon uniforme en toda la region, el
serovar grippotyphosa tiene una marcada tendencia occidental y el serovar hardjo, aunque
con una distribucion irregular, tiene una presencia importante en el concejo de Aller.

e TERCERA: No se observan seroprevalencias significativamente diferentes en relacion con
el tamano del rebafio y la edad; respecto a la raza, la asturiana de los valles muestra una
seroprevalencia frente al serovar grippotyphosa significativamente superior a las restantes
razas en lo que puede influir el hecho de su mayor distribucion en la zona suroccidental,
donde dicho serovar es mas prevalente.

e CUARTA: Los titulos de anticuerpos hallados son generalmente bajos (TMG de 82). No se
observan diferencias significativas del TMG en relacion con el serovar, la edad, la raza y el
tamafio del rebafo.

o QUINTA: A pesar de que la seroprevalencia regional del serovar hardjo es del 0,8 %, en
los rebafios positivos alcanza un valor del 25,6 %, significativamente superior a los otros
serovares que oscilan del 10,6 % al 16,5 %. Esta importante prevalencia indica su caracter
de serovar bien adaptado al ganado vacuno.

e SEXTA: La evolucién de la seroprevalencia en los rebafos positivos durante el bienio
1993-1994 muestra una tendencia descendente en el caso de los serovares pomona y
grippotyphosa, y ligeramente ascendente en el del serovar hardjo, lo que también puede
considerarse como una prueba de la distinta adaptacion de estos serovares al ganado
vacuno.

e SEPTIMA: En Asturias se confirman dos modalidades de la infeccion leptospiral
diferentes: la que tiene al ganado vacuno como hospedador accidental, debida
principalmente a los serovares pomona y grippotyphosa, y la que tiene al ganado vacuno
como hospedador de mantenimiento, debida al serovar hardjo, que aunque no puede
considerarse todavia un riesgo evidente para el ganado de la region, puede determinar un
cambio de la situacion actual en cualquier momento, dada su capacidad de adaptacion.
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8. RESUMEN

Sobre una muestra de 3.578 sueros bovinos representativos de las distintas areas,
razas, edades y rebafios de la region asturiana, se realizo la investigacion de anticuerpos frente
a 6 serovares leptospirales (pomona, grippotyphosa, hardjo, icterohaemorrhagiae, autumnalis
y poi), obteniendo una seroprevalencia global del 10,4 %. Los serovares mas prevalentes
fueron pomona (5,6 %) y grippotyphosa (2,4 %), mostrando los restantes serovares una
prevalencia inferior al 1 %. La distribucion del serovar pomona fue uniforme en toda la
region, la del serovar grippotyphosa mostrd una tendencia occidental y la del serovar hardjo
fue irregular, aunque con una presencia importante en el concejo de Aller. No se observaron
seroprevalencias significativamente diferentes en relacion con el tamafio del rebafio y la edad,
pero si con la raza; la raza asturiana de los valles tuvo una seroprevalencia mayor que las
restantes, aunque en ello pudo influir el componente geografico.

Como complemento del estudio anterior se investigaron 3.537 sueros correspondientes
a la totalidad de los animales presentes en 207 de los rebafos seropositivos a alguno de los 6
serovares estudiados. La seroprevalencia hallada en los rebafios positivos al serovar hardjo
fue del 25,6 %, mientras que en los rebafios positivos a los otros 5 serovares la
seroprevalencia fue inferior, oscilando entre el 10,6 % y el 16,5 %.

Finalmente, sobre 776 sueros de 27 de los rebafios anteriores, se realizd6 un nuevo
estudio un afio después que mostrd una tendencia descendente en la seroprevalencia de los
serovares pomona 'y gripotyphosa y ligeramente ascendente en la del serovar hardjo. Ambos
resultados pueden considerarse como una prueba de la distinta adaptacion de estos serovares
al ganado vacuno.
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