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RESUMEN

La infeccién por Leptospira en los
bovinos provoca pérdidas econémicas sig-
nificativas a la industria ganadera y repre-
senta un importante riesgo de salud pabli-
ca. Las Leptospira son bacterias invaso-
ras sistémicas y la proteccién en su contra
se logra principalmente, mediante la pro-
duccién de anticuerpos estimulados por la
aplicacién de bacterinas y los mismos pue-
den ser medidos. El objetivo principal de
este trabajo fue evaluar la respuesta inmu-
ne humoral de un grupo de toretes cebt
ante una bacterina comercial polivalente
contra la Leptospirosis Bovina. Para ello
se utilizaron 76 toretes cebti con edades
comprendidas entre 1,5y 2,5 afios some-
tidos a las mismas condiciones sanitarias
y de manejo. LLa bacterina utilizada con-
tenia los serovares Canicola, Ballum,
Grippotyphosa, Pomona, Hardjo e
Icterohaemorragiae, y se aplicé en las se-
manas |, 4 y 26 del ensayo, tomando

ABSTRACT

Bovine leptospiral infections cause
significant economic losses in the cattle
industry, representing an important public
health risk. Protection against these
systemic invasive bacteria is achieved
mainly by quantifying antibodies stimulated
by bacterin application. The main
objective of this paper was to evaluate the
humoral immune response of a group of
76 zebu bulls (17-29 months), raised
under the same sanitary and husbandry
conditions. A polivalent commercial
bacterin containing Canicola, Ballum,
Grippotyphosa, Pomona, Hardjo and
Icterohaemorragiae serovars, was applied
at weeks 1, 4 and 26 of the trial. Blood
samples were drawn at weeks 1, 4, 13, 26
and 43. A microscopic agglutination test
was used to determine antibodies titers,
observing a mean increase in titers of 1/
400 in vaccinated animals. All serovar-
induced titers disappeared between weeks
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como semana | el inicio del mismo. La
toma de las muestras para serologia se rea-
liz6 en las semanas 1 (previa a la primera
vacunacién), 4, 8, 13, 26 y 43. Los titu-
los de anticuerpos se determinaron por la
técnica de Aglutinacién Microscépica. LLa
bacterina utilizada produjo una respuesta
inmune humoral en los bovinos tratados,
observandose un incremento de titulos
promedio hasta 1/400. Los titulos indu-
cidos por todos los serovares desaparecie-
ron entre las semanas 15y 17 luego de la
segunda y tercera dosis de bacterina. El
ndmero de animales que respondié a la
primera dosis de bacterina fue mayor que
para la segunda dosis, pero los mayores
titulos de anticuerpos se observaron luego
del refuerzo. No se observé diferencia en
la duracién de los titulos entre la primera
aplicacién més refuerzo (semanas Oy 4) y
la aplicacién de una sola dosis (semana
26). En el caso del serovar Hardjo, no se
pudo determinar si los anticuerpos previos
a la aplicacién de la bacterina eran
vacunales o por infeccién previa; sin em-
bargo, la curva de respuesta a la vacuna-
ci6n se comporté de forma similar al resto
de los serovares, aunque con mayores titu-
los atribuibles a una respuesta de memo-
ria.

(Palabras clave: Ganado bovino, Cebu,
Leptospira, respuesta inmunolégica,
zoonosls, vacuna, Yaracuy.)

INTRODUCCION

La leptospirosis bovina es una enfer-
medad infecciosa con alta morbilidad y
baja mortalidad, causada por uno o varios
serovares de Leptospira interrogansy se
caracteriza por producir septicemia, abor-
to, mastitis y nacimiento de crias débiles

en los bovinos (Contreras, 1992; Blood
et al., 1996; Merk, 1988; Radostits et

al, 1999). En Venezuela, los serovares
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15 and 17 after second and third
application. Greater numbers of animals
responded to the first rather than to the
second bacterin dosage, but the highest
titers of antibodies was observed after the
boost. No difference in titer endurance was
observed between the boosted first dose
(weeks 1-4) and a single dose (week 26).
In the Hardjo serovar case, it could not be
established whether or not the antibodies
titers present before the application of the
bacterin, were due to vaccination or to
infection, nevertheless the response to the
vaccination behaved similary in all other
serovars, although with higher titers
attributed to a memory response.

(Key words: Cattle, Zebu, Leptospira,
Immune response, ZoONoses, vaccines,
Yaracuy.)

de Leptospira aislados en bovinos son
Ballum, Canicola, Icterohaemorragiae,
Hardjo, Pomona y Grippothyphosa
(Jelambi et al., 1984; Jelambi y de
Aguirre, 1991; Contreras, 1992;
Marquez y Fossi, 1996).

La infeccién por Leptospira en los
bovinos provoca pérdidas econémicas sig-
nificativas a la industria ganadera y repre-
senta un importante riesgo como fuente de
infeccién para el hombre, a través del agua
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o alimentos contaminados; la Leptospirosis
es considerada una enfermedad antropo-
zoonética (Merchant y Packer, 1980; Ells,
1986; Biberstein y Chung, 1994; Heath
y Johnson, 1994; Lugo, 1996). Los
reservorios naturales predominantes de las
Leptospira patégenas son los mamiferos
salvajes, perros, bovinos, cerdos, ovinos,
caprinos y equinos, siendo los roedores los
portadores méas frecuentes (Biberstein y
Chung, 1994), por lo tanto, la tnica for-
ma practica de controlar la enfermedad,
es a través de la inmunizacién contra los
serovares prevalentes en cada especie
(Ellis, 1986; Biberstein y Chung, 1994;
Radostits ez al, 1999).

Las Leptospira son bacterias invaso-
ras sistémicas y la proteccién contra este
tipo de agentes suele lograrse mediante
anticuerpos dirigidos contra los antigenos
de superficie de la bacteria (lipopo-
lisacarido leptospiral, LPS) y a través del
complemento y la lisozima. Sin embargo,
cuando pasan a los rifiones pueden evadir
el sistema inmune al ser secuestradas en
los tabulos renales, en el lumen uterino o
en los lugares inmunolégicamente prote-
gidos como el cerebro y los ojos (Heath y
Johnson, 1994).

Una vez han penetrado al organismo,
por via directa o indirecta, transcurren de
4 a 10 dias del perfodo de incubacién o
fase de leptospiremia, en la cual los orga-
nismos viajan por la corriente sanguinea
colonizando especialmente al higado y ri-
fibn (Biberstein y Chung, 1994; Clerc et
al, 2002). Cuando se produce la infec-
ci6én, la respuesta inmune es principalmen-
te humoral, formandose anticuerpos con-
tra las bacterias que pueden reaccionar con
antigenos comunes a todas las Leptospira
(anticuerpos aglutinantes inespecificos) y
con antigenos especificos de los serogrupos
y/o serovares (anticuerpos aglutinantes
especificos). LLos niveles de anticuerpos
aglutinantes inespecificos disminuyen mas

rapidamente que los anticuerpos especifi-
cos. Ein algunos casos, durante la fase ini-
cial de la infeccién, los anticuerpos no re-
accionan especificamente contra el serovar
que la est4 originando, sino que se produ-
ce una reaccién cruzada con otros
serovares; esto es lo que se conoce como
"Reaccién Paradéjica (Hartskeerl et al,
2000). Por otra parte, se han realizado
estudios que demuestran la participacién
de la inmunidad celular en la respuesta al
agente; sin embargo, el grado de partici-
pacién de la misma atn no esti claro
(Faine et al,, 1999).

La respuesta inmune humoral de un
animal puede ser medida por la cantidad
de anticuerpos protectivos detectados en
el suero, independientemente que se pro-
duzcan como respuesta a una inmuniza-
ci6n o a una infeccién (Faine et al, 1999).
La determinacién de anticuerpos contra
Leptospirase puede realizar a través de la
Técnica de Aglutinacién Microscépica
(Microscopic Agglutination Test, M.A.T.).
Esta técnica es la mas utilizada para el
diagnéstico de Leptospirosis y es la prue-
ba recomendada por la OMS por su es-
pecificidad, ya que es serovar especifica
(Myers, 1985; Aidorevich, 1989; Smith
et al, 1994). Se emplea para detectar
anticuerpos leptospirales en el suero, iden-
tificar los aislados de Leptospiray clasifi-
car cepas, ademas de servir de base para
evaluar cualquier otro método serolégico
nuevo para el diagnéstico de la enferme-
dad, por ser la prueba de referencia
(Myers, 1985). En general, la especifici-
dad de ésta prueba es alta, pero su sensi-
bilidad declina a medida que pasa el tiem-
po entre la infeccién y la toma de la mues-
tra. Mediante ésta técnica no es posible
diferenciar anticuerpos vacunales de infec-
ciosos, cuando éstos tengan rangos simila-
res; sin embargo, los titulos post-infeccién
son mayores y duran mas tiempo que los
post-vacunales (Smith et a/, 1994). Los
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titulos superiores a 1/100 se consideran
positivos, pero deben tomarse en cuenta
una serie de consideraciones antes de emitir
un diagnéstico definitivo.

Se ha demostrado que las bacterinas
contra la leptospirosis bovina producen
bajos titulos de anticuerpos detectables por
serologia (Stringfellow et a/, 1983). Las
bacterinas comerciales disponibles, pro-
veen inmunidad contra los 6 serovares
prevalentes en dicha especie. El objetivo
principal de este trabajo fue evaluar la res-
puesta inmune humoral de un grupo de
toros cebil ante una bacterina comercial
multivalente contra la leptopsirosis bovi-
na, permitiendo determinar la respuesta
del sistema inmune humoral de los anima-
les y verificar la prevalencia de los
anticuerpos antileptospirales en el tiempo.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Esta investigacién se realiz6 en una
finca de ganado de carne ubicada en el
municipio San Felipe del estado Yaracuy,
la cual presenta pastos introducidos debi-
damente mantenidos, destacandose las
especies de Bracharia y Cynodon dactilon.
[a fase experimental se realizé entre mayo

de 2000 y abril de 2001.

Foblacion y muestra

Se seleccionaron 76 toretes provenien-
tes de 16 ganaderias diferentes, compren-
didos entre 1,5y 2,5 afios de edad y se
mantuvieron bajo las mismas condiciones
de manejo durante todo el ensayo. Todos
fueron animales puros registrados de las
razas: Brahman (52), Guzera (16) y
Nelore (8). LLa alimentacién se basé en
pastoreo con suplementacién mineral ad
libitum y se aplicé un programa sanitario
completo a toda la poblacién muestreada.
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Bacterina

Para la vacunacién se empleé una
bacterina comercial polivalente contra la
leptospirosis bovina, elaborada con bacte-
rias vivas atenuadas de los serovares
Canicola, Pomona, Ballum, Hardjo,
Icterohaemorragiae y Grippotiphosa, uti-
lizando Hidréxido de Aluminio como
adyuvante.

Vacunacion de los animales

Los animales se vacunaron al iniciar
el ensayo, considerando dicho momento
como la semana 1. Siguiendo este esque-
ma, la vacunacién de los animales se llevé
a cabo en las semanas 1, 4 y 26 del ensa-

yo.

Toma de las muestras

Las muestras de sangre sin anti-
coagulante para serologia se tomaron en
las semanas 1, 4, 8, 13, 26 y 43 del ensa-
yo, siguiendo el mismo esquema de sema-
nas utilizado para la vacunacién.

Determinacion de anticuerpos por
microaglutinacion

Para determinar los titulos de anti-cuer-
pos se aplicé la Técnica de Aglutinacién
Microscépica (MAT) por su alta especi-
ficidad en el reconocimiento de los
serovares, y por ser la prueba oficial de
diagnéstico recomendada porla OMS. La
prueba se realizé segtn la técnica descrita
por Myers (1985). Todas las muestras de
los animales fueron procesadas a través de
esta técnica.

RESULTADOS

Los resultados de la serologia estan
expresados en la Tabla 1. Las muestras
tomadas en la semana 1 (previa vacuna-
ci6n), presentaron titulos para los serovares
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Hardjo (24 animales), Pomona (1 ani-
mal) e Icterohaemorragiae (5 animales).
De los 24 animales que presentaron titu-
los prevacunales para Hardjo, 3 individuos
reaccionaron 1/800, y 21 individuos tu-
vieron titulos entre 1/100 y 1/400. Para
Fomona, el animal reaccionante tuvo titu-
los de 1/200 y los 5 animales que reaccio-
naron para Icterohaemorragiae, lo hicie-
ron con titulos de 1/100.

Luego de las tres dosis de bacterina,
el patrén de incremento y caida de los ti-
tulos de anticuerpos fue basicamente simi-
lar para todos los serovares, excepto para
Hardjo que alcanzé los mayores titulos en
cada una de las vacunaciones.

La primera dosis de bacterina aplica-
da en la semana 1 estimulé la respuesta
de anticuerpos con rangos entre 1/100 y
1/400 y respondieron entre 21 y 64,5%
de los animales; los serovares Ballum,
Hardjo, Icterohaemorragiae y Pomona
alcanzaron titulos de 1/400, mientras que
Grippotyphosa produjo 1/200 y Canicola
1/100.

El refuerzo aplicado a la cuarta sema-
na provocé un incremento de los titulos de
anticuerpos hasta 1/1600 para Hardjo, 1/
800 para Icterohaemorragiae, 1/400 para
Ballum y Pomona, 1/200 para
Grippotyphosay 1/100 para Canicola. En

Tabla 1. Nimero de animales negativos (N) y con titulos de anticuerpos contra serovares de
Leptospira determinados por MAT, en las semanas 1, 4, 8, 13, 26 y 43 del ensayo

Toma de las L. Ballum
Muestras N 100 200

Semana | * 76

Semana 4 * 27 24 18

Semana 8 42 29 4

Semana 13 37 25 12
Semana 26 * 76
Semana 43 67 5 2

L.
N 100
Semana 1 * 75
Semana 4 * 35 15
Semana 8 60 10
Semana 13 69 4
Semana 26 * 68 2
Semana 43 76

(*): Vacunacién
(100, 200, 400, 800, 1600): diluciones de los sueros

N: animales negativos
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ésta oportunidad el porcentaje de anima-
les que respondié con aumento de titulos
de anticuerpos fue entre 21 y 45%.

En los siguientes muestreos (semanas
13 y 26), los titulos de anticuerpos se
mantuvieron entre 1/100 y 1/400 para
todos los serovares, excepto Ballum que
no reaccioné en el Gltimo analisis (sema-
na 26).

La respuesta a la tercera dosis de
bacterina aplicada en la semana 26, fue
evaluada en la semana 43 y se observaron
titulos de anticuerpos de 1/400 para
Ballum en el 12% de los animales y 1/
200 para Hardjo en el 12% de la pobla-
ci6n en estudio. El resto de los serovares
no reaccionaron 17 semanas después de
la tercera dosis de bacterina.

DIsCUSION

Con base a los resultados obtenidos
en el muestreo realizado en la semana |
previa vacunacién, se puede inferir que los
titulos de anticuerpos obtenidos en los sub-
siguientes muestreos fueron vacunales y no
por infeccién, excepto para el serovar
Hardjo, ya que los animales con titulos
previos no permitieron conocer si la res-
puesta inmune humoral ocurrié por vacu-
nacién o por una infeccién previa. Para el
resto de los serovares si fue evidente que
hubo una respuesta humoral a la aplica-
ci6n de la bacterina, siendo mayor el nd-
mero de animales que respondié a la pri-
mera dosis aunque los mayores titulos de
anticuerpos se obtuvieron luego del refuer-
zo (segunda dosis) aplicado en la semana
4. Ris y Hamel (1982), obtuvieron resul-
tados similares al vacunar 2 grupos de va-
cas con dos bacterinas diferentes y en am-
bos lotes observaron un incremento ma-
yor de titulos luego del refuerzo aplicado
un mes después de la primera vacunacién.
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Los titulos de anticuerpos se mantu-
vieron altos 5 semanas después de la apli-
cacién del refuerzo (semana 13) y fueron
disminuyendo progresivamente hasta la
semana 26 donde se aplicé la tercera do-
sis, observandose un discreto aumento de
titulos expresado en los resultados del
muestreo realizado en la semana 43. Esto
nos indica que los titulos de anticuerpos
en respuesta a la bacterina utilizada se
mantuvieron aproximadamente por 15 a
17 semanas, independientemente de apli-
car una dosis con refuerzo (semanas 1y
4) o una dosis Gnica (semana 26). Estos
resultados coinciden con otras investiga-
ciones llevadas en animales de 6 meses a
los cuales se les aplicé primovacunacién y
refuerzo contra Hardjo y Pomona y los
titulos de anticuerpos obtenidos luego de
la segunda dosis de bacterina fueron ma-
yores que en la primera dosis y duraron
aproximadamente por 15 semanas
(Schollum y Marshall, 1985). En estu-
dios realizados con otras bacterinas comer-
ciales, se observaron respuestas inmunes
humorales con titulos de 1/200 que dis-
minuyeron a 1/100 apenas 60 dias des-
pués de la vacunacién, aplicando una sola
dosis de bacterina (Bolin y Alt, 2001).

En el caso del serovar Hardjo, se ob-
tuvo una respuesta similar al resto de los
serovares haciendo la salvedad de que la
presencia de titulos previos a la vacuna-
cién no nos permitié determinar si el in-
cremento de titulos ocurrié por efecto de
la bacterina o por una respuesta de me-
moria inducida por una infeccién previa
(Ris y Hamel, 1982; Stingfellow et a/,
1983) lo que le permitié alcanzar los ma-
yores titulos postvacunales. Sin embargo,
el comportamiento de la respuesta inmu-
ne humoral para Hardjo fue similar al res-
to de los serovares luego de las tres
vacunaciones.
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Las Figuras del 1 al 6 representan los
titulos de anticuerpos contra Leptospira
para cada uno de los serovares en estudio.

CONCLUSIONES

La bacterina utilizada produjo una
respuesta inmune humoral en los anima-

les tratados, observandose un incremento
de titulos de anticuerpos promedio hasta
1/400. Los titulos de anticuerpos induci-
dos por todos los serovares desaparecie-
ron entre las semanas 15y 17 luego de la
segunda y tercera dosis de bacterina. El
nimero de animales que respondié a la
primera dosis de bacterina fue mayor que

Figural. Respuesta inmune humoral al serovar

Hardjo
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Figura 3. Respuesta inmune humoral al serovar
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Figura 4. Respuesta inmune humoral al serovar
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para la segunda dosis, pero los mayores
titulos de anticuerpos se observaron luego
del refuerzo (segunda dosis). No se ob-
serv6 diferencia en la duracién de los titu-
los de anticuerpos en el tiempo entre la
primera aplicacién mas refuerzo (semanas
0 y 4) y la aplicacién de una sola dosis
(semana 26). En el caso del serovar
Hardjo, no se pudo determinar si los
anticuerpos previos a la aplicacién de la
bacterina eran vacunales o por infeccién
previa; sin embargo, la curva de respuesta
a la vacunacién se comporté de forma si-
milar al resto de los serovares, aunque con
mayores titulos atribuibles a una respues-
ta de memoria. A través del analisis de los
resultados obtenidos con éste trabajo, se
puede recomendar que la bacterina puede
aplicarse cada tres meses, revacunando a
los animales primovacunados a los 21 dias,
para lograr una proteccién adecuada en
contra del agente causal.
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