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This work was carried out at fifteen swine farms of the central coffee growers area where the
presence of leptospiras was confirmed in the existing water sources. Two hundred and ninety two
samples of drinking water were taken and 20.5% (60/292) were positive by direct microscopic
examination; while 66% (31/47) were positive from forty seven samples of sewage,. The order of
importance, concerning the proportional contamination rate was: sewage, water deposits, nipples,
and washing water tank. The positiveness of leptospira cultures was as follows: drinking and pen
washing water 14.2%; and sewage 9.3%. The highest proportional contamination rate by leptospira
in drinking and washing water, was shown by deposit tanks and the nipples. The wasted waters had
a high positiveness by dark field examination, but a low positiveness in cultivation. On the other
hand, the 17 strains obtained in this study, as well as the 7 reference antigens: pomona,
icterohaemorragiae, grippotyphosa, canicola, bratislava, hardjobovis from the, interrogans species;
and hardjopratjino from the borgpetersenii species, which were reacted in the MAT with sera from
68 hogs of the swine farms, yielded a negative result. Finally, the 17 strains obtained could not be
classified as interrogans or biflexa therefore, they might be intermediate Leptospiras between
saprophytes and pathogens. The 17 strains were subjected to biological assays, as the ability to
grow in the presence of 225 png/ml of Azaguanine at 13°C; change to spherical cells with NaCl 1M,
and growth in TSB. The reactions did not indicate whether the isolates belonged to L. biflexa or to L.
interrogans. The cultivations in TSB did not show growing therefore, the strains might be leptospiras
between saprofites and pathogens, due to the growth obtained at 13, 28 and 30°C.

Key words: Leptospira, rodents, environmental contamination.
Resumen

Este trabajo se realiz6é en 15 explotaciones porcinas de la zona central cafetera, donde se corroboré
la presencia de bacterias leptospiraceae en las diferentes fuentes de agua existentes, mediante
examen directo (Campo oscuro) y cultivos en medio EMJH (DIFCO) semisélido utilizando filtraciéon
con membranas Milipore 0.22 y 0.45u. Se tomaron 292 muestras de aguas, que se utilizan para
consumo y lavado, de las cuales 60 fueron positivas para leptospira, 20.5% (60/292) por
visualizacién directa y 47 aguas servidas, de las cuales 66% (31/47) fueron positivas. El orden de
importancia en cuanto a tasa proporcional de contaminacion fue: aguas servidas, tanque de
almacenamiento, chupones bebederos y tanque de lavado. La positividad de cultivos para
leptospira, fue como sigue: en aguas para consumo y lavado 14.2% y 9.3% en aguas servidas. La
tasa proporcional mas alta de contaminacién por leptospiraceae, en las aguas de consumo y lavado,
lo presentaron los tanques de almacenamiento y los chupones bebederos. Las aguas servidas
presentaron una alta positividad por microscopia de campo oscuro, pero una positividad baja en
cultivo. Las 17 cepas obtenidas como producto del trabajo, al igual que los antigenos de referencia:
pomona, icterohaemorragiae, grippotyphosa, canicola, bratislava, hardjobovis y hardjopratjino que
fueron enfrentados en la MAT, a 68 sueros de porcinos de las explotaciones, fueron negativos.
Finalmente, las 17 cepas obtenidas no pudieron ser clasificadas ni como L. interrogans, ni como L.
biflexa, considerandose que podrian ser leptospiras intermedias, entre saprofitas y patogenas.

Palabras claves: Leptospirosis, roedores, contaminacion ambiental.

INTRODUCCION

En la region del eje cafetero de Colombia, la industria porcina cuenta actualmente con una
poblacién aproximada a los 100.000 cerdos y es en este momento una de las actividades
econodmicas de mayor importancia en la zona. Ligada a ésta actividad se presentan limitantes de la
produccién y reproduccién, teniendo como

una de las principales causas la leptospirosis (Orrego y Angel, 1997), enfermedad infecciosa
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reportada a nivel mundial. Su presencia en la zona se ha evidenciado por trabajos de investigacion
en cerdos, con prevalencia de 10,0% (Orrego y col., 1994) y de 15.0% (Angel, 1996).

El agua se constituye en un importante vehiculo de transmisién de leptospira, tanto para animales
como para el humano (Baranton y Saint, 1990; Jaspars y col., 1996; Murgia y col., 1997). La
contaminacion del agua ocurre por orina, fetos, abortos y secreciones uterinas de animales
afectados por leptospirosis (Burrows, 1965; Pumarola, 1987; Farrar, 1991; Restrepo, 1991; Acha,
1992; Blood y Henderson, 1992). En Colombia son pocos los trabajos realizados con la finalidad de
indentificar leptospiras sp. en aguas. Manrique y Roberts (1968) analizaron muestras de aguas
estancadas para consumo de animales, aguas de desecho y de corrales de explotaciones porcinas, de
la Sabana de Bogota, sin resultados positivos, debido a la contaminacioén con otras bacterias.

Las investigaciones sobre leptospirosis a nivel regional han sido escasas, y no existe ninguna en
cuanto a la presencia de leptopiras patégenas, en uno de los mas importantes vehiculos de
transmision, como es el agua. La leptospirosis es causa de problemas reproductivos y productivos en
nuestra porcicultura, generando grandes pérdidas econdmicas, al igual que para otras especies
animales. Adicionalmente, debido a su condicibn de zoonosis, es necesaria la identificacion de
leptospiras patogenas en aguas de consumo, lavado y residuales de las explotaciones porcicolas de
la zona central cafetera. Normalmente, interrogans pero no biflexa, puede ser aislada de sangre de
pacientes, orina, fluidos cerebroespinal y humor acuoso. Sin embargo, estudios epidemiolégicos
pueden requerir muestras tomadas de aguas frescas, lagos y rios donde interrogans y biflexa pueden
coexistir (Woo vy col., 1997).

Los objetivos de este trabajo fueron: conocer la importancia del agua como foco de contaminacion
por leptospira en las explotaciones porcinas y obtener cepas que en un futuro serian utilizadas en la
preparacién de inmundgenos preventivos, que favorecerian no sélo la salud animal sino también la
humana.

MATERIAL Y METODOS

La investigacion se llevé a cabo en 15 explotaciones de porcinos cria, numeradas del 1 al 15 como
identificacion, en el periodo comprendido entre octubre 1996 y noviembre 1998. Los predios estan
ubicados en la zona central cafetera (Departamentos de Caldas, Quindio y Risaralda), caracterizada
como bosque muy himedo premontano, con una temperatura entre 18 y 24°C y una precipitacion
pluvial anual entre 2.000 y 4.000 mm. La region tiene una ubicacion geografica de los 4° 42' a los
5° 33' de latitud norte y de los 74° 37' 5" hasta los 76° 18' longitud oeste.

Para la seleccion de las explotaciones porcinas se tuvo en cuenta la presencia de alteraciones
reproductivas clinicas en los cerdos o confirmadas por laboratorio y se seleccionaron de acuerdo con
la poblacién de hembras de cria: cinco porcicolas pequefias con menos de 12 cerdas, cinco medianas
entre 13 y 40 cerdas y 5 grandes con mas de 40.

Se realizaron 4 muestreos en cada porcicola, con un intervalo de 4 meses. Se tomaron muestras de
las diferentes fuentes de agua existentes, las cuales se utilizan para consumo y lavado animal y
humano, a saber: nacimientos, quebradas, pozo superficial, pozo profundo, tanque de
almacenamiento, caneca, poceta levante, tanque lavado y de accesorios como manguera, chupones
de cerdas gestantes, chupones de cerdas lactantes y filtro purificador, completando el muestreo con
aguas servidas. De cada sitio se tomaron las muestras a profundidades de 10,15 y 20 cm, de
acuerdo con trabajos realizados por Arzumanian vy col. (1973).

Las muestras se tomaron en frascos estériles y fueron transportadas oportunamente al laboratorio,
donde se procedi6 a tomar el pH, a realizar el examen directo por microscopia de campo oscuro y la
filtracibn con membranas 0.22 y 0.45u, y cultivo de 5 a 10 gotas en agua destilada estéril,
enriquecida con suero de conejo 2-4% y/o medio EMJH (DIFCO) liquido. Las aguas servidas se
centrifugaron durante diez minutos a 1.500 x G. Posteriormente se filtraron y se cultivaron, seguido
de incubacion a temperatura de 28-30°C, y semanalmente se observaron por el método de campo
oscuro, durante un tiempo maximo de 18 semanas (Bravo y col., 1968; Faine, 1982; Myers, 1985,
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y Zamora y col., 1994). Posteriormente, los cultivos positivos fueron repicados en medios EMJH
(DIFCO) adicionados con 5-fluorouracilo (5-FU, 200ug/ml), 0.1ml por 5ml de medio. En los cultivos
que presentaron contaminacion se utilizaron las técnicas descritas por Faine (1982) y Myers (1985).

Las cepas de leptospira obtenidas de los cultivos de aguas y los antigenos de referencia: pomona,
icterohaemorragiae, canicola, grippotyphosa, hardjjobovis hardjopratjino y bratislava fueron
enfrentadas a 68 sueros de cerdos de las explotaciones porcinas del estudio, en el test de
aglutinacion microscoépica, MAT (Rodriguez y col., 1978; Myers, 1985).

La prueba de MAT se realiz6 de la siguiente manera: se utilizaron antigenos frescos de los serovares
pomona, icterohaemorragiae, canicola, grippotyphosa, hardjjobovis hardjopratjino y bratislava,
preparados en medio EMJH semisodlido, con un crecimiento de 8 a 10 dias de incubacion. Los
antigenos se observaron microscépicamente, para constatar que tuvieran una buena concentracion
de leptospiras libres (aproximadamente 200 por campo).

Para la prueba se hace una diluciéon primaria, y se toman 2.4 ml de soluciéon salina fosfatada pH 7.2
a 7.4, a la cual se le agregan 100 microlitros del suero problema, obteniéndose una dilucién inicial
de 1:25. A continuacion se colocan 50 microlitros en microplacas de fondo en u de la dilucién 1:25,
en tantas celdas como antigenos se desea chequear, y 50 microlitros de los antigenos utilizados en
el estudio. Para cada antigeno se coloca un control, el cual en lugar de suero lleva solucién salina
tamponada. Se agita la microplaca y se incuba a 37°C durante una hora.

Lectura: La prueba se interpretd como positiva, cuando se presenté un 75% de aglutinacion.

Titulacion: Se colocan 100 microlitros de la dilucién del suero, en las primeras celdas, y de la
segunda en adelante, 50 microlitros de soluciéon salina tamponada. A continuacién se pasan 50
microlitros de la primera celda a la segunda, y de ésta a la tercera y asi sucesivamente para hacer
diluciones seriadas, descartando 50 microlitros de la Gltima dilucion,

obteniéndose las diluciones seriadas: 1:50, 1:100, etc. Luego se le agregan 50 microlitros de los
serovares en estudio (esto se realizé a los sueros que presentaron positividad en la dilucion 1:50).
Finalmente, incubacién a 37°C durante una hora.

Lectura: Se coloca una gota de cada dilucion en una lamina porta-objetos y se observa con
microscopio de campo oscuro (10X).

Interpretacion de resultados: Se consideran positivas las muestras que presenten 75% de
aglutinacion a la lectura microscépica, en su correspondiente dilucion. Esta prueba fue interpretada
como positiva a titulo de 1:50 para darle mas sensibilidad. Para el calculo de tamafio de muestra de
los sueros examinados se empled el método de Putt y col. (1987).

Las cepas fueron sometidas a técnicas bioldgicas para diferenciacién entre L. biflexa y L. interrogans,
mediante crecimiento a 13°C, en presencia de 8-azaguanine, conversion a células esféricas en Nacl,
1M y crecimiento en TSB (Trypticase Soy Broth) para la diferenciacion entre Leptospira y
Leptonema, con base en estudios realizados por Johnson y col. (1964), Johnson y col. (1967),
Arzumanian vy col. (1973) y Cinco vy col. (1987).

RESULTADOS

Se examinaron, por microscopio de campo oscuro, 292 muestras de aguas para consumo animal y
lavado de las instalaciones, asi como 47 muestras de aguas servidas, para un gran total de 339
muestras. Los resultados obtenidos se presentan en el cuadro 1. En cuanto a las aguas para
consumo y lavado, 20.5% (60/292) fueron positivas, siendo la positividad en orden de importancia,
de acuerdo con la tasa proporcional de positivos, la siguiente: tanques de almacenamiento (23.1%),
chupones bebedores (15.4%); tanque de lavado (9.9%); pozo superficial (6.6%) y en menor
proporcion los demas sitios de muestreo, habiéndose hallado negativas las aguas de nacimiento y
las almacenadas en canecas. Por su parte, las aguas servidas tuvieron una positividad del 66.0%
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(31/ 47); y como tasa proporcional de muestras positivas, su positividad equivali6 al 34.1%
(31/91).

En el cuadro 2 se presenta la positividad de las muestras de aguas, al cultivo para leptospira. Las
aguas para consumo y lavado (247 muestras de 11 sitios diferentes) fueron positivas en 14.2%
(35/247), mientras que el calculo de tasa proporcional de positividad, muestra que el orden de
importancia de esa positividad fue el siguiente: tanques de alimacenamiento (36.8%), chupones
bebedores (31,6%), agua de manguera (7.9%) y en menor proporcion los demas sitios de
muestreo, incluyendo filtro purificador y pozo profundo de los cuales la leptospira no fue aislada.

En cuanto a las aguas servidas (cuadro 2), 9.4% de las muestras fueron positivas (3/32) en cultivo,
en tanto que como tasa proporcional, con respecto al total de muestras positivas (38) ésta fue del
7.92% (3/38).

Adicionalmente se hall6, que la mayoria de las aguas cultivo positivo tenian un pH de 6.4 (6.4-8.8)
y que el mayor nimero de cepas se obtuvo de muestras tomadas a 20 cm de profundidad, tanto de
los tanques de almacenamiento como de aguas residuales y tanques de lavado . De los cultivos de
agua se obtuvieron 17 cepas de leptospiras. Estas, al igual que los siete antigenos de referencia
(pomona, icterohaemorragiae, grippotyphosa, canicola, bratislava, hardjobovis y hardjopratjino)
empleados en la MAT, fueron examinadas para reactividad seroldgica frente a 68 sueros de porcinos
de las porcicolas sujeto del estudio, con resultados negativos.

CUADRO 1. Tasa proporcional (26) de positividad de muestras de aguas, a examen directo
para Leptospira . Datos de 4 muestreos en 15 explotaciones porcicolas de Caldas, Quindio
y Risaralda. 1998.

Proportional rate (%) of positive water samples to Leptospira , by direct examination. Data from 4
samplings from 15 swine farms, from Caldas, Quindio and Risaralda. 1998.

. Tasa
. Examen directo .
Porcicolas proporcional
Fuente No. No. muestras . - . .
(identificacion) o de positivos
Positivo % o
Y0
1. Nacimiento 7 2.3 0 0.0 0.0
2. Quebrada 8 15 3 37.5 3.3
3. Filtro purificador 3 10 1 33.3 1.1
4. Pozo superficial 12 4.7 6 50.0 6.6
5. Pozo profundo 4 4 3 100 3.3
6. Tanque de 103 2 -15 21 20.4 23.1
Almacenamiento 4 1 0 0 0.0
7. Caneca 4 4 1 25 1.0
almacenamiento
8. Poceta levante
9. Tanque de lavado 22 3,4,13,15 9 40.9 9.9
10. Agua manguera 11 6 -8,11 -13, 15 2 18.2 2.2
11. Chupones bebedores 114 1-15 14 12.3 15.4
SUBTOTAL 292* 60 20.5 65.9
2. Agua servida 47 1-15 31 66 34.1
TOTAL 339 91 100.0

* Total muestras de agua para consumo y lavado.

CUADRO 2. Tasa proporcional (20) de positividad de muestras de aguas a cultivo para
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Leptospiras. Datos de 4 muestreos en 15 explotaciones porcicolas de Caldas, Quindio y
Risaralda. 1998.

Proportional rate (%) of positive water samples to Leptospira by cultivation. Data from 4 samplings
from 15 swine farms, from Caldas, Quindio and Risaralda. 1998.

Cultivo Tasa
Sitios de Muestreo No. . Por.m.cola.s, " proporgl'onal
muestras (identificacion) Positivo % de positivos
(%)
1. Nacimiento 6 2.3 1 16.7 2.63
2. Quebrada 7 15 1 14.3 2.63
4. Pozo superficial 10 4.7 1 10 2.63
5. Pozo profundo 4 4 0 0 0.0
6.Tanque de
Almacenamiento 87 2.5-15 14 16.1 36.8
7. Caneca 4 1 1 25 2.63
almacenamiento 3 4 1 33.3 2.63
8. Poceta levante
9. Tanque de lavado 19 3, 4, 13, 15 1 0.5 2.63
10.Agua manguera 11 6 -8,11-13, 15 3 23 7.9
11.Chupones bebedores 94 1-15 12 27.3 31.6
SUBTOTAL 247* 35 14.2 92.2
12.Agua servida 32 1-15 3 9.4 7.92
TOTAL 279 38 13.6 100

* Total muestras de agua para consumo y lavado, de 11 sitios diferentes.

para consumo Yy otros usos en humanos, estan contaminadas con bacterias de la familia
Leptospiraceae. Estudios previos de Orrego y col. (1994) en explotaciones porcinas de la region
donde se realiz6 este estudio, reportaron la presencia de Leptospirosis porcina con una prevalencia
general del 12.9% (MAT), debido a las serovariedades pomona, canicola y bratislava. La enfermedad
en los cerdos causa un severo impacto socio-econémico en la regién, de acuerdo con lo reportado
por Orrego y col. (1997). Por lo tanto, el presente estudio que identifica los sitios de contaminacion
y su importancia relativa para el mantenimiento de la infeccion, constituye un aporte al disefio de
medidas de prevencién y control de la leptospirosis.

Finalmente, las 17 cepas obtenidas de las aguas cultivadas, se sometieron a pruebas de
diferenciacion entre L. biflexa y L. interrogans, obteniendo crecimiento a 13°C, a 28°C y a 30°C. Sin
embargo, no hubo inhibicién del crecimiento con 8- azaguanine, ni conversion a células esféricas en
NaCl 1M, y en cultivos en TSB, no se present6 crecimiento de las espirochaetas (cuadro 3).

DISCUSION

Los resultados del trabajo indican que las aguas utilizadas en las explotaciones porcinas de la zona
central cafetera de Colombia, tanto para consumo de los animales, como para el lavado de las
instalaciones, y que también se utilizan

CUADRO 3. Caracteristicas biolégicas de 18 cepas de Leptospira, aisladas de aguas para
consumo, lavado y residuales, de 8 explotaciones porcinas de Caldas, Quindio y Risaralda.
1998.

Biological characteristics of 18 Leptospiras strains from drinking, washing and sewer waters, from 8
swine farms from Caldas, Quindio and Risaralda. 1998.
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Crecimiento o |Resistencia . _
Explotacién N a 8- a a a Con\{ersmn Crecimiento
. Cepas . 13°C |28°C|30°C a células en TSB
de donde se Origen azaguanine -
L esféricas

originod el (225

aislamiento pg/ml)

2 Nacimiento 1 - + + + _ -

4 Pozo superficial 1 - + + + _ _

5 Tanque Almac. 1 - + + + _ _
20c 1 - + + + - _
Chupdn gest. 1 - + + + _ _
Tanque Almac.20c 1 - + + + - _
Chupdn gest. 1 - + + + - _
Tanque Almac.10c

6 Tanque Almac.20c 1 - + + + _ _

12 Chupoén paridas 1 - + + + _ _

13 Tanque Almac.20c 1 - + + + _ _

14 Tanque Almac.15c 1 - + + + _ _
Tanque Almac. 1 - + + + - _
20c 1 - + + + - -
Tanque Lavado 1 - + + + _ _
20c 1 - + + + - _
Tanque Lavado
15c
Residual

15 Residual 1 - + + + - -
Residual 1 - + + + - _
Residual 1 - + + + - _

De acuerdo con los resultados obtenidos, mediante microscopia de campo oscuro y cultivo de las
aguas de consumo y lavado, la contaminacién de éstas por bacterias leptospiraceae es alta, siendo
del 20.5% por microscopia de campo oscuro y del 14.2% por cultivo. Se observa una diferencia que
puede deberse al pH del agua, viabilidad de la leptospira entre la observacion directa y el cultivo, o
a diferencia de género (Leptospira, Leptonema) que tienen diferentes requerimientos para
crecimiento en medios inertes.

La tasa proporcional de positividad para Leptospira, por los dos procedimientos diagndsticos
utilizados, muestra que los tanques de almacenamiento son el foco méas importante. En efecto, estos
depositos suelen estar destapados, por lo cual son contaminados facilmente con orina de roedores y
de otros animales silvestres. En consecuencia, los chupones bebedores (nipples) también estan
contaminados al igual que las mangueras. Por el contrario, las canecas (recipientes recolectores de
agua) que suelen tener tapa, presentan una baja contaminacion, pues las fuentes primarias del
agua, tales como nacimientos, quebrada, pozo profundo y adn los pozos superficiales, también
presentan baja contaminacion.

Los resultados indicaron que los filtros purificadores del agua serian eficientes en el control de la
leptospira (positividad cero en el cultivo); no obstante, hay que tener en cuenta que los filtros, si
éstos sirvieran para retener leptospiras, se deberian ubicar después de las fuentes primarias del
agua que es donde ésta se contamina. No se recomienda, por lo tanto, la utilizacién de los filtros
para este fin, sino tapar los tanques de almacenamiento, tratar quimicamente el agua, poner
barreras que impidan el acceso de roedores a los tanques y controlar la infestacién por roedores en
las instalaciones de la explotacion porcicola.
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En cuanto a las aguas servidas, el grado de contaminacién hallado por el examen directo fue del
66% (31/47); valor alto que refleja el riesgo potencial del uso de este material como abono de
pasturas, no so6lo para los bovinos (porquinaza, de amplio uso en Colombia); sino también para las
personas que manipulan este material. Fue notoria la diferencia en positividad entre el examen
directo y el cultivo de las aguas servidas (cuadros 1 y 2), lo cual podria explicarse por la baja
viabilidad de la leptospira, en razéon del pH alcalino de las aguas servidas, y por la excesiva
contaminacion bacteriana de este material. Este hallazgo permite, de todas maneras, recomendar
tratamiento de aguas servidas, previo su uso como abono de pasturas y de la porquinaza, como
alimento en porcinos, para reemplazar una proporcion del alimento concentrado; y de suma
importancia, su tratamiento antes de su vertimiento a cuerpos de agua.

De otra parte, el estudio mostré que las aguas examinadas y cultivadas tenian un pH entre 6.4 y
8.6, lo cual lleva a la conclusién de que las leptospiraceae detectadas crecen en un rango amplio de
pH, alrededor de la neutralidad y con tendencia al lado alcalino de la escala. El por qué la mayoria
de las cepas se obtuvo de muestras de aguas tomadas a 20 cm de profundidad, podria explicarse por
razones bidticas y abidticas del micro medio ambiente, que favorecen la supervivencia de la
bacteria, tales como temperatura del agua, pH, presencia de oxigeno y disponibilidad de nutrientes.

En cuanto a la respuesta negativa en la MAT, de las 17 cepas obtenidas en el estudio y de 7
serovares de referencia, ésta podria explicarse porque los sueros de los porcinos no contenian
anticuerpos contra ellas, o los contenian a titulos muy bajos, no detectables por la prueba, como
ocurre en las infecciones muy recientes o en los animales tratados con antibiéticos, ya que la
respuesta inmune depende no sélo del huésped, sino también de la serovariedad infectante (Zamora
y col., 1986). No obstante, dado que los serovares de referencia son endémicos en el area y que las
infecciones por leptospira son generalmente crénicas, la prueba no las detectd, ya que la MAT esta
disefiada para la deteccion de inmunoglobulinas de la clase M. Pero, podria tratarse de serovares
desconocidos. Esa respuesta podria obtenerse en la caracterizacion de las cepas, que es un trabajo
en proceso en nuestro laboratorio central de Bogota.

Finalmente, el trabajo realizado con las 17 cepas, para diferenciar entre L. biflexa y L. interrogans,
no fue concluyente, lo cual coincide con resultados obtenidos por Cinco y col. (1987), quienes
obtuvieron 6 cepas de aguas superficiales. Por otra parte, Perolat y col (1998) trabajando con 5
aislamientos de Utero y rifiones de cerdo, obtuvieron un resultado similar, clasificando las cepas
como serovares de leptospira, intermedias entre patégenas y saproéfitas, las cuales al hallarse en el
agua, como ocurrid en este estudio, son indicio de que existen condiciones o6ptimas para la
supervivencia de las leptospiras patdégenas (Cinco, 1986). De acuerdo con Woo y col. (1997), L.
interrogans pero no L. biflexa se aisla de sangre, orina fluido cerebro-espinal o humor acuoso de
pacientes.
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