PREVALENCIA DE LEPTOSPIROSIS EN
PORCINOS PROVENIENTES DE BOYACA

INTRODUCCION.

La leptospirosis ataca a una gran variedad
de animales y al hombre, y se encuentra
ampliamente distribuida a nivel mundial
(2,4,1). En América se han descrito 14
serogrupos (14) y en Colombia, de acuerdo
con el Informe anual del Centro Internacio-
nal de Agricultura Tropical, la leptospirosis
es una enfermedad de importante repercu-
sién.

Las enfermedades infecciosas, constitu-
yen uno de los factores limitantes en el
desarrollo de la industria porcina colombia-
na. No hay datos estadisticos concretos
sobre las pérdidas que puede ocasionar,
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pero sl nos podemos formar una idea si
analizamos una investigacién hecha en una
porqueriza, en el Departamento del Valle del
Cauca, la cual revela grandes pérdidas
ocasionadas por el padecimiento de la
enfermedad en 1070 hembras, con 117

abortos (11).

En Colombia se ha estudiado poco la
leptospirosis en porcinos; no se ha
investigado en una forma continua, sino
mas bien aisladamente por lo cual no hay
conclusiones concretas acerca del estado
actual de la enfermedad(11). Si se tiene en
cuenta que los cerdos son considerados
como los principales diseminadores de la
leptospirosis en las fincas ganaderas e
inclusive para el hombre (9, 12) y que por
consiguiente acarrea problemas en la
produccién y reproduccién del ganado y en
la salud y el trabajo del hombre, se hace
necesario hacer encuestas serolégicas en
cerdos de las diferentes regiones del pals y
asl determinar el serotipo o serotipos
predominantes en cada una de ellas y en
consecuencia elaborar un plan de preven-.



clén, y erradicacién de la enfermedad. El
presente trabajo pretende contribuir en parte
aeste fin.

MATERIALES Y METODOS.

1. Determinacién del Tamafio de la
Muestra.

El tamafio de la muestra (n) se obtuvo
segun el modelo | del Centro Panamericano
de Zoonosis, 1973 (6). Grado de confianza
del 95% y un margen de error del 20%.

_ P(100-P) 22
“[E.P \2
100

n

n = Tamafo de la muestra

P = Prevalencia critica o porcentaje espe-
rado de reactores positivos a leptospi-
rosis.

E = Margen de error.

Z = Nivel de confianza del 95% al cual le
corresponde un valor del 1.96 de
acuerdo con la distribucién de la curva
normal; para efecto de calculo se
aproximé a 2.

Una vez obtenido el tamafio de la muestra,
se incrementé el mismo en un 30%.

n
Fraccién de muestreo =T
n = Tamafio dela muestra == 520

N = Poblacién: 158.836 Departamento de .
Boyaca (Ministerio de Agricultura,
1976 - 1978) (10).

Fracciénde_ 520 __ 1 __ o
muestreo ~ 158.836™ 305,45 0.327%

Lo cual indica que cada animal tuvo una
probabilidad de 0.327% de ser seleccionado
para el muestreo entre los cerdos llevados al
matadero para sacrificio y que cada uno de
los animales seleccionados y examinados,
representa o debe tener las mismas
caracteristicas de 305 animales de la
poblacién general bajo las mismas condi-
ciones sanitarias.

2. Métodos Estadisticos.

2.1 Cdlculo del intervalo de conflanza o
prevalencia corregida. Para esto se hace
necesario determinar el error estandar de la
prevalencia, utilizando la sigulente férmula:
(13, 16, 17).

ESP. = P(100-P)
S.P. = o

E.S.P. = Error estandar
P = Prevalencia de la muestra
n = Tamano de la muestra

Se tomaron 2 E.S.P. para un margen del
95% de confianza.

2.2 Prueba de independencia para andlisis
de frecuencias.

En esta prueba se utiliza la distribucién
Ji-cuadrada y se emplea para probar la
hipétesis nula de que los criterlos de
clasificacién, cuando se aplican al mismo
conjunto de entes son independientes. Para
llevar a cabo esta prueba se utiliza una tabla
de contingencia del siguiente tipo (3):

Para cada una de las celdas se calculan
las frecuencias esperadas, bajo la hipétesis
de que los dos criterlos de clasificacién son
Independientes y se comparan las frecuen-
cias esperadas con las frecuenclas observa-
das. Para esto se utiliza la férmula: (7)

2
& =2 (01;5,2
1

2 = Sumatoria

0, = Frecuenciaobservada

E; = Frecuencia esperada
Esta prueba de independencia fue utiliza-

da para determinar la influencia del sexo en
la positividad de sueros a leptosplrosis.

3. Obtencién de las Muestras.

Las muestras de sangre empleadas para el
presente trabajo, fueron obtenidas de los
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Nivel del primer criterio de clasificaclén

segundo criterio
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cerdos que se faenan en el frigorifico San
Martin de Bogota y provenientes del
departamento de Boyacd en el lapso
comprendido entre agosto 11 y noviembre
17 de 1981. Se tomaron en frascos estériles
en el momento del degtiello y luego fueron
centrifugadas para en esta forma obtener los
sueros, los cuales previa Identificacién
fueron congelados hasta el momento del
examen.

Como se traté de animales aptos para
mataderos, todos fueron adultos y adquiri-
dos por los comerciantes del ramo,
mediante compra en las diferentes plazas de
las distintas regiones del mencionado
departamento, para luego ser trasladados a
Bogotd y sacrificados en el matadero de San
Martin, circunstancia por la cual no se pudo
precisar la procedencia exacta (en cuanto a
regiones del departamento) de los diferentes
grupos de animales muestreados.

4. Trabajo de Laboratorio.

4.1. Medios de Cultivo: STUART Y
FLETCHER.

4.2. Preparacién de antigenos.
Las cepas usaaas en la presente

investigacién, fueron las siguientes: L.
pyrogenes, L. Pomona, L. canicola, L.
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icterohaemorragiae, L. ballum. Dichas ce-
pas se repicaron en medio semisélido
Fletcher y se incubaron a 28°C durante siete
dias; luego se coleccionaron al medio
ambiente y en la oscuridad.

Se tomo 1 ml, de cada tubo o como
maximo hasta alcanzar el anillo formado por
el crecimiento de las leptospiras en el medio
Fletcher y se inoculé en medio Stuart. Como
al realizar esta operacién se precipita el agar
en el fondo de los tubos, se repicé cada
cinco dfas a nuevos tubos de medio Stuart
para eliminar el agar, obtener mayor
cantidad de antigeno y adaptar las cepas a
este medio. Los repiques se incubaron a
28°C por cuatro a cinco dlas al cabo de los
cuales se observaron al microscopio,
utilizando condensador de campo oscuro,
con el fin de valorar concentracién,
motilidad y pureza.

Aquellos que presentaron una concentra-
cién de espirillos muy alta, se diluyeron con
solucién salina tamponada de Sorensen, lo
suficiente para obtener una concentracién
aproximada de 200 leptospiras por campo
con objetivo de 45X y ocular de 10X (15).

Los antigenos viciados con deficiencla de
concentracién de microorganismos, poca
motilidad, signos de autoaglutinacién y
contaminacién, fueron descartados. La
operacién se repiti6 cuantas veces fue



necesario para obtener la suficiente canti-
dad de antigeno utilizado en el transcurso
del trabajo. Los repiques se efectuaron en
una cabina de flujo laminar para asegurar las
condiciones de esterilidad.

4.3. Desarrollo de la prueba de microaglu-
tinacién-lisis.

Cada suero problema una vez descongela-
do fue diluido 1:25 con solucién salina
fisioldgica tamponada (Sorensen).

Se hizo un sondeo inicial a todos los
sueros, utilizando unicamente la dilucién de
1:50 para en esta forma descartar aquellos
que no presentaron aglutinacién o que aun
presentandola no lo hicieron en un 50% o
mas de las leptospiras. Para el desarrollo de
esta prueba se tomaron 0.2 ml de la dilucién
1:25 de cada suero y se agregé 0.2 ml de
antigeno. Una vez realizado el sondeo, se
separaron los sueros que reaccionaron
positivamente a uno o varios de los
serotipos estudiados y se procedié a hacer
la respectiva titulacién.

Se partié nuevamente de la dilucién inicial
1:50 y se prepararon series de diluciones
dobles hasta 1:3.200 con solucién salina
fisiolégica tamponada (Sorensen). A cada
0.2 ml de cada dilucién se agregé un tubo
control que contenfa 0.2 ml. de antigeno y

0.2 ml de solucién salina fisiolégica
tamponada. Se agitaron los tubos y se
Incubaron a temperatura de laboratorlo por
dos horas antes de comenzar la lectura. Con
ayuda de una asa bacteriolégica, se
examiné una gota de cada tubo al
microscopio, utilizando condensador de
campo oscuro y con objetivo de 10X y ocular
15X sin cubreobjetos (5, 15).

Los sueros que presentaron una aglutina-
cién del 100% de las leptospiras en la
dilucién de 1:50 (8) y los que lo hicieron en
un rango mayor del 50% en la dilucién 1:10
o mas, se consideraron positivos para el
serotipo para el cual aglutinaron. La forma
como se observa la microaglutinacién-lisis
se llustra en las figuras 1,2,3,4.

La figura 1 llustra la reaccién positiva de
un suero diluido 1:50 con objetivo 10X,
ocular 15X, donde hay lisis total de las
leptospiras. Se aprecian Gnicamente los
grumos producidos por la reaccién antl-
geno-anticuerpo. La figura 2, el mismo
suero de la figura anterior diluido 1:100,
observandose algunas leptospiras libres. La
figura 3, el mismo caso anterior pero mirado
con objetivo de 40X y ocular 15X. La figura 4
representa el anillo formado por el creci-
miento de las leptospiras en el medio
Fletcher.

Figura 1: Reaccidn pogitiva de un suero diluido 1:50

55



Reaccién positiva de un suero diluido 1:100 con objetivo 10 y ocular 15.

Figura2:

Figura 3: Reaccién positiva de un suero diluido 1:100 con objetivo 40 y ocular 15.
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Figura 4: Anlillo formado por crecimiento de leptospiras medio Fletcher.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Se estudiaron serolégicamente un total de
520 porcinos provenientes del Departamento
de Boyaca. De éstos positivos a leptospiro-
sis, 193 que corresponden a una prevalencia
del 37.11% en la mencionada regién (Tabla
1). Para valorar este dato se construye un
intervalo de confianza, calculando el error
estandar.

37.11(100 - 37.11)

ESP. = =212

520

Para uh margen del 95% de confianza se
tomaron 2 E.S.P. de donde:

P22E.S.P.=37.11%£2(2,12)=32.99a41.35

Este Intervalo de confianza significa que
con una probabilidad del 0.95 (95%), la
prevalencia de leptospirosis para el departa-
mento de Boyacd y para las cinco cepas de
leptospira usadas en este estudio, estarfa

dentro de 32.99% y no excederla del
41.35%.

En la Tabla 2, se muestran los resultados
del numero de muestras positivas y el
respectivo porcentaje para cada uno de los
serotipos. El porcentaje mayor se hall6 para
L. pyrogenes (20.57%), siguiendo en orden
descendente L. pomona (12.11%), L.
canicola (8,65%), L. Icterohaemorrhagiae
(4.42%) y la menos frecuente que fue L.
ballum (2.88%) (Figura 5).

De las 107 muestras positivas a L.
pyrogenes, 12 lo fueron la dilucién 1:50, 51

‘a1:100, 27 a 1:200, 13 a 1:400 y 4 a titulo

1:800. Para las 63 muestras a L. pomona, 15
fueron positivas a titulo 1:50,40a1:100, 6 a
1:200,1a1:400y1a1:800. EnelcasodelL.
canicola, se hallaron los titulos més
elevados de todos los serotipos (Figura 6),
asl, obtuvimos 2 sueros 1:50, 15a 1:100, 14
a1:200,5a1:400,5a21:800,2a1:1.600y 2
a 1:3.200 sobre las 45 muestras positivas.
Para L. Icterohaemorrhagiae, 3 fueron
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TABLA 1. Reactividad de los sueros frente a los diferentes serotipos de leptospira.

Serotipos No. Positivos Porcentaje

ballum

*pyrogenes 2 0.384
canicola

*pyrogenes 13 2.500
icterohaemorrhaigiae

*pyrogenes 6 1.153
ballum

*canicola 1 0.192
canicola

*pomona 2 0.384
icterohaemorrhagiae

*canicola 1 0.192
pomona

*pyrogenes 1 0.192
icterohaemorrhagiae

*pomona 1 0.192
ballum

*canicola 8 1.538
pyrogenes
icterohaemorrhagiae

*canicola 5 0.961
pyrogenes
icterohaemorrhaigiae

*pomona. 2 0.384
pyrogenes
icterohaemorrhagiae

*ballum
canicola 1 0.192
pyrogenes

**pyrogenes 69 13,260

**pomona 57 10.961

**canicola 14 2.692

* *icterohaemorrhagiae 7 1.346

**ballum 3 0.576

TOTALES 193 37,110

* Sueros positivos simultdneamente a varios serotipos de leptospira.

** Sueros positivos unicamente a un tipo de leptospira.
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TABLA 2

TASA DE REACTORES PARA CADA UNO DE LOS SEROTIPOS

SEROTIPOS No. Positivas Rango Titulos Porcentajes
Pyrogenes 107 1:50 1:800 20.57
Pomona 63 1:50-1:800 12.11
Canicola 45 1:50-1:3.200 8.65
lcterohae- 23 1:50 - 1:200 4.42
morrhagiae
Ballum 15 1:50-1:400 2.88

TABLA3
DISTRIBUCION POR SEXO, DE LOS SUEROS POSITIVOS PARA LOS DIFERENTES
SEROTIPOS
SEROTIPOS
Ballum Icterohae- Canlcol Pomona Pyrogenes
morrhaglae anicola om yrog

Hembras 7 16 22 35 59

Machos 8 7 23 28 48

Total 15 23 45 63 107
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positivas en 1:50, 13 en 1:100 y 7 en 1:200.
Sobre las 15 muestras positivas a L. ballum,
1 a tftulo 1:50, 4 a 1:100, 6 a 1:200 y 4 a
1:400 (Tabla 4).

De las 520 muestras, 290 correspondieron
a hembras y 230 a machos; 103 (17.3%)

hembras y 90 (19.8%) machos reacclonaron
positivamente a leptospirosis (Tabla 3).

Se usé la prueba de Iindependencia, para
analizar la hipétesis de que la positividad o
negatividad de los sueros a leptospirosis no
depende del sexo.

TABLA No. 4

DISTRIBUCION DE TITULOS AGLUTINANTES FRENTE A LOS DIFERENTES SEROTIPOS DE
LEPTOSPIRA

DILUCIONES

SEROTIPOS {1:50 1100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 Totales
Pyrogenes 12 51 27 13 4 - - 107
Pomona 15 40 6 1 1 - - 63
Canicola 2 15 14 5 5 2 2 45
Icteroha?— 3 13 7 ) R } ) 23
morrhagiae
Ballum 1 4 6 4 - - - 15
Totales 33 123 60 23 10 2 2
DATOS OBSERVADOS DATOS ESPERADOS

+ - Total + - Total
Hembras 103 187 290 Hembras 108 182 290
Machos 90 140 230 Machos 85 145 230
Total 193 327 520 Total 193 327 520
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Figura 5: Porcentajes encontrados para los diferentes serotipos.
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Figura6: Maximos titulos aglutinantes para cada serotipo.
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Figura 7: Namero de reactores positivos en cada dilucién.



Calculando ji-cuadrado, tenemos:

2
X = 0.835

Hay un grado de libertad y el valor critico
en la tabla es 3,845, lo que comprueba que
la positividad o negatividad de los sueros a
leptospirosis es independiente del sexo.

Los tltulos positivos encontrados, oscila-
ron entre 1:50 y 1:3.200 (Tabla 2), con el
mayor numero de titulos aglutinantes para
la dilucién 1:100 (Figura 7).

Se encontré que varios sueros resultaron
positivos a 2, 3 y hasta 4 de los serotipos
utilizados, como se ilustra en la Tabla 1. El
mayor nimero de sueros reaccionantes a
varios serotipos se encontré para L.
canlicolay L. pyrogenas. Un suero reaccioné
positivamente a 4 de los 5 serotipos
utilizados. La Tabla 1 muestra también el
numero de sueros que fueron positivos
individualmente a cada uno de los serotipos
y en igual forma ilustra el namero total de
reactores positivos como también la corres-
pondiente prevalencia.

El modelo estadistico de funcién bino-
mial, usado en e! presente estudio es
sencillo y de alta precisién para estudios de
prevalencia (17) y los datos asl obtenidos,
indican que la prevalencia de leptospirosis
en cerdos.para el departamento de Boyacd
es del 37.11% con un error estandar de 2.12.
De acuerdo con la prevalencia hallada y
segun el valor fijado de una prevalencia
critica del 20% (ICA), se debe considerar
que la enfermedad estd ampliamente
difundida en este departamento. La elevada
tasa de reactores positivos (37.11%),
permite sugerir diversos estudios con el fin

de aclarar la epidemiologla, determinar
bases para el control de la enfermedad y
evaluar pérdidas econémicas.

De los cinco serotipos utilizados, el mas
frecuente fue L. pyrogenes: 20.57%. Segun
este resultado, dicho serotipo debe ser
tenido en cuenta cuando se trate de
diagndstico serolégico de leptospirosis en
porcinos del departamento de Boyaca.

Es importante estudiar la relacién existen-
te entre los animales que al examen
serolégico reaccionan positivamente a
leptospirosis y la presentacién de proble-
mas reproductivos.

'RESUMEN.

Se tomaron 520 muestras de sangre de
cerdos provenientes del departamento de
Boyacd, sacrificados en el matadero de San
Martin de Bogot4a, con el objeto de
determinar la prevalencia de leptospirosis
por la técnica de microaglutinacién-lisis,
utilizando cinco serotipos diferentes de
leptospira: L. pyrogenes, L. pomona, L.
canicola, L. icterohaemorrhagiae y L.
ballum. Las muestras de sueron fueron
diluidas desde 1:50 hasta 1:3.200 y cada
una enfrentada a los serotipos menciona-
dos. De las 520 muestras, 193 (37.11%)
resultaron positivas para uno o varios de los
serotipos estudiados, correspondiendo el
indice mas alto (20.57%) a L. pyrogenes.

De acuerdo con los resultados, debemos
considerar que la enfermedad est4 amplia-
mente difundida en el departamento de
Boyacd y que el serotipo pyrogenes se debe
tener en cuenta en pruebas diagnésticas de
leptospirosis en ese departamento.
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