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RESUMEN

Objetivo. Producir una bacterina contra leptospirosis bovina. Materiales y métodos.
La produccion de la bacterina se realizé a partir de cultivos de L. pomona, L.
grippotyphosa, L. hardjobovis, L. hardjoprajitno, L. icterohaemorrhagiae y L. canicola
con concentraciones entre 1x10%y 1x10'° células/ml. Las leptospiras se inactivaron
con formol y se adsorbieron en hidréxido de aluminio para formular la vacuna. La
concentracion final de cada serovar fue de 1x108 Leptospiras/ml. Para realizar la
evaluacidén seroldgica del producto bioldgico, se inmunizé una poblacidén de 20 terneros
sanos los cuales fueron sangrados antes y después de la vacunacion para realizar
titulaciones de los sueros por medio de la técnica de microaglutinacion y de esta
forma determinar la produccion de anticuerpos generada a causa de la bacterina.
Resultados. El serovar que mayor titulo de anticuerpos produjo fue L.
icterohaemorrhagiae, seguido por L. canicola. La serologia realizada 15 dias después
de la revacunacion fueron los que presentaron mayor nimero de anticuerpos para
todos los serovares, excepto para L. grippotyphosa que fue el Unico que no estimuld
la producciéon de anticuerpos en los animales vacunados. Conclusiones. La bacterina
fue capaz de inducir una respuesta inmune humoral en los bovinos, sin embargo, la
cepa L. grippotyphosa no fue inmundgena comparada con los demas serovares que
hicieron parte de la vacuna.

Palabras clave: Leptospira, bovinos, bacterina, vacuna.

ABSTRACT

Objective. To produce a bacterin against bovine leptospirosis. Materials and
methods. The production of bacterin was made using the serovares: L. pomona, L.
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grippotyphosa, L. hardjobovis, L. hardjoprajitno, L. icterohaemorrhagiae and L.
canicola with concentrations between 1x108 and 1x1010 cells/ml. Leptospiras were
immobilized with formaldehyde and adsorption of aluminum hydroxide to formulate
the vaccine. Final concentration of each serovar was of 1x108 Leptospiras/ml. A
population of 20 healthy calves bleeding before and after vaccination was immunized
to analyze serum evaluation of the biological product to make titrations of serums
by means of micro-agglutination technique and this way to determine antibodies
production generated by bacterin. Results. L. icterohaemorrhagiae was the serovar
with higher titres of antibodies followed by L. canicola. Serums from bleeding made
15 days before revaccination were those with higher number of antibodies for all
serovars except for L. grippotyphosa that was the only one that did not stimulate
antibodies production in vaccinated animals. Conclusions. The bacterin was able to
induce a humoral response in bovines, however, L. grippotyphosa was not immunogen

compared with other serovars that participated in the vaccine.

Key words: Leptospira, bovines, bacterin, vaccine.

INTRODUCCION

La leptospirosis es una de las zoonosis
mas difundidas en el mundo; constituye
un grupo de enfermedades bacterianas
que determinan una infeccion aguda
generalizada. De manera primaria, es una
enfermedad de animales salvajes y
domésticos; los humanos son infectados
ocasionalmente a través de contactos
directos o indirectos con animales, y con
aguas contaminadas, a través de las
abrasiones en la piel o de las mucosas
(1, 2).

Las leptospiras patogénicas pertenecientes
a la especie Leptospira interrogans, a la
cual se le conocen mas de 200 serovares;
son los microorganismos causales de la
enfermedad, pardsitos primarios de
vertebrados distintos del ser humano,
como roedores, perros, cerdos, bovinos y
mapaches, en los cuales las bacterias,
persisten en la forma de una infeccién renal
asintomatica permanente (2, 3).

Las leptospiras son bacterias Gram
negativas, helicoidales, flexibles y
delgadas; la parte terminal de la célula

puede aparecer en forma de gancho. Su
longitud oscila entre 6 - 20 mm y su
didametro entre 0.1 -0.2mm (4,5).

Las pérdidas por leptospirosis estan
caracterizadas principalmente por
abortos, infertilidad, baja productividad
y muerte (6). Debido al desconocimiento
generalizado que se tiene sobre la
Leptospirosis y a la deficiencia en las
medidas de control, ésta es una de las
enfermedades bovinas que mas ha ganado
terreno en Colombia. De acuerdo con los
diagnédsticos del Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA), L. hardjo es la
serovariedad mas frecuente en Colombia,
seguida por L. pomona. El porcentaje total
de prevalencia en el pais, para L. hardjo
es del 27% (7). En el afio de 1965 se
comprobd por aislamiento la presencia de
Leptospira spp., en bovinos, pero la
leptospirosis sélo se diagnosticé hasta
1976; aunque la divulgacion e
investigacién de la leptospirosis bovina
tomdé importancia 4 afios después.
Inicialmente la mayor importancia se
enfatizé en los perros debido a la relacion
mas frecuente con la salud publica (7, 8).
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La leptospirosis estda ampliamente
distribuida en el ganado de carne en las
areas tropicales de Colombia. La
transmision de Leptospirosis es
relativamente mas importante en tropicos
himedos que en los climas medio o frio,
debido a que la sobrevivencia de las
leptospiras fuera del huésped se prolonga
bajo condiciones calientes y himedas (9).

Evidencias seroldgicas y aislamientos
realizados indican que L. hardjo tiene
importancia epidemiolégica en los
bovinos productores de carne de los
Llanos Orientales de Colombia, donde la
prevalencia es del 63.5%, menor a la que
se presenta en hatos del Valle del Cauca
(80.9%) y la Costa Atlantica (89.1%)
(9,10). La prevalencia de leptospirosis
en Colombia ha presentado las siguientes
cifras para L. hardjo: el 32.8% en la
region del Caribe, en el Piedemonte
llanero se hallé una positividad del 24.8%,
seguido por la regién Andina que
presenté un porcentaje de 14.4. El
porcentaje promedio total para el pais
fue de 21.7% (7, 10).

Otros estudios realizados en ganaderias
colombianas muestran al serovar hardjo
como el de mayor prevalencia (32%),
seguido por L. icterohaemorrhagiae
(18.22), L. pomona (9.6%), L. canicola
(8.5%) y L. grippotyphosa. Este orden
de prevalencia y sus cifras varian
considerablemente de una zona ganadera
a otra pero el serovar hardjo siempre es
el de mayor prevalencia para la
ganaderia colombiana. Es asi como por
ejemplo en Cérdoba y areas adyacentes
de Sucre y Antioquia la prevalencia
individual mas alta corresponde a hardjo
(37.9%), L. grippothyphosa (16.3%), L.
icterohamorrhagiae (13.2%), L. pomona
(9.0) y L. canicola (11 - 13).

La vacunacién se ha ido generalizando
como medida preventiva contra la
leptospirosis y es el método mas eficaz
para controlar la enfermedad en aquellas

zonas endémicas que lo ameritan. En el
pais, las vacunas contra la leptospirosis
son importadas. El desarrollo de una
bacterina antileptospirosis permitiria con
cepas reconocidas nacionalmente,
controlar el problema y poder suministrar
un producto para controlar uno de los
problemas mas importantes que afecta el
sistema reproductivo de la ganaderia
nacional. Con el control de la enfermedad
se aspira a aumentar el porcentaje de
prefiez y fertilidad en aquellos hatos y
regiones donde la leptospirosis es causa
de baja productividad y en las regiones
donde aun no se ha presentado, ayudaria
a inmunizar la ganaderia y prevenir la
apariciéon de futuras epidemias (12).

El objetivo de este estudio fue producir
una bacterina contra la leptospirosis
bovina.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio. El estudio se realizé
en Laboratorios Limor Colombia, un
analisis de tipo bifactorial evalud, la
variable de interés, que para este caso
especifico fue el promedio de los titulos
obtenidos frente al posible efecto de
factores que incidieron en esta
respuesta, es decir el tipo de
serovariedad y titulo durante la
experimentacion.

Elaboracion de la bacterina. Se
probaron dos medios de cultivo
diferentes, “Medio A” y “Medio B”". El
medio EMJH, fue modificado por
incremento en la concentraciéon de
Tween, suplementado con suero de
conejo o suero de ternera al 2% vy
albumina sérica bovina. Los medios
fueron enriquecidos con Vit.B,y B, para
estimular el crecimiento (14). Se
cultivaron los 6 serovares en los dos
medios empleando igual volumen de
inbculo e iguales condiciones de
incubacién. Cada uno de los 6 serovares
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de L. interrogans (L. hardjobovis, L.
hardjoprajitno, L. pomona, L.
icterohaemorrhagiae, L. grippotyphosa
y L. canicola) provenientes del Centro
Panamericano de Zoonosis (Tabla 1). Se
cultivaron por separado en 10 ml del
medio liquido “A”", apHde 7.2 +/- 0.2y
temperatura controlada de 30°C, durante
5 a 10 dias en condiciones de aerobiosis
y agitacién. Luego se escald, teniendo
en cuenta los mismos parametros, hasta
que se obtuvo un volumen final de 500ml.

Las bacterias fueron retiradas del cultivo,
una vez lograda la concentracién
requerida (1x108células/ ml), evaluada
por dos métodos diferentes: turbidez, a
través del nefeldmetro de MacFarland y
mediante una adaptacién de la técnica
de Reed y Muench, para titulaciones de
virus empleando la dosis letal 50 (DL50)
(15). Se realizaron diluciones de los
cultivos con sus dos réplicas, verificando
la presencia de leptospiras en estas
después de los periodos de incubacidn.
Los resultados se registraron en una
tabla similar a la utilizada por el método
de Reed y Muench (15) y finalmente se
realizo titulacion de los cultivos.

Adsorcion al hidréxido de aluminio.
Se realizaron tres ensayos con el
hidréxido de aluminio a concentraciones
de 1.25 mg/ml para verificar la capacidad
para adsorber las leptospiras. Para esto,
se tomd una muestra de cada uno de
los cultivos y se les adiciond hidréxido
de aluminio, se realizaron titulaciones de
los cultivos, utilizando el método de
titulacion de Reed y Muench (15). Con
los datos obtenidos de las titulaciones
se obtuvo el porcentaje de adsorcion del
hidréxido para cada uno de los cultivos.

Inactivacion y formulacién. A cada
uno de los cultivos, se les realizé una
prueba de pureza y esterilidad mediante
siembra en caldo tioglicolato y caldo
Saboreaud, a fin de verificar la ausencia
de agentes contaminantes. Luego que

las pruebas de pureza fueron
satisfactorias, se inactivaron los cultivos,
utilizando formaldehido a la concertacién
del 0.5% (v/v). Para la preparacion final
de la bacterina, los cultivos inactivados
con formaldehido de los diferentes
serovares se distribuyeron junto con el
hidréxido de aluminio en un volumen de
2ml, teniendo en cuenta la concentracién
de los cultivos para que cada dosis
correspondiera con la formulacién y
concentracion de leptospiras deseada
(1x108células/ ml).

La esterilidad de la bacterina se verifico
a través de siembras en los medios
tioglicolato, agar sangre, BHI,
Saboreaud, Tarozzi. La evaluacién de la
inocuidad del producto se realizd tanto
“in vitro”, por medio de siembras en el
medio de produccién y posterior
verificacién de la ausencia de leptospiras
por observaciones al microscopio de
campo oscuro, como “in vivo”, por
vacunacion subcutanea de la bacterina
experimental en hamster.

Evaluacion seroldgica de la bacterina.
Para la evaluacion de la bacterina
experimental, se emplearon 20 bovinos
raza Cebu, de 6 meses de edad, sanosy
sin vacunar. Para detectar el nivel de
anticuerpos inducidos por la inmunizacion
de la vacuna producida, se recolectaron
muestras de sangre de los terneros antes
de la vacunacion (sangria 1). Cumplidos
30 dias de la primera vacunacién, se les
suministré la segunda dosis (2ml) y se
realizd la segunda sangria, 15 y 45 dias
después se realizé la tercera y cuarta. Los
niveles de anticuerpos presentes en los
sueros de los bovinos inmunizados con la
bacterina, fueron medidos mediante
titulaciones utilizando la técnica de
microaglutinacion MTA (16).

Analisis estadistico de los datos. Para
el disefo experimental, se utilizé la
evaluacidon seroldgica de la bacterina
experimental mediante el Anélisis
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Bifactorial de efectos fijos completamente
aleatorizado (17, 18). Para esto, se
plantearon dos hipdtesis:

Ho,. |.|sa,mgr|'a 1 = psangria = ysangria3 =
Msangria 3

Donde: H,,: Por lo menos un promedio
de titulacion es diferente al variar la
fecha de la sangria (revacunacién).

Interpretacion. Esta hipotesis supone que
el promedio de titulaciones son iguales al
variar la fecha de la sangria, (revacunacion).
H,,: Mserovarl = pserovar2= pserovar3 =
pMserovard4 = pserovar5 = pserovar6

H,,: Por lo menos un serovar es distinto
al variar la fecha de sangria
(revacunacion).

La interpretacion de H , es que todos los
titulos de los serovares son iguales aun
variando las dosis de vacunacion.

Estas hipotesis se probaron mediante el
analisis de varianza, los datos obtenidos

del analisis de varianza se insertaron en
el paquete estadistico de Scheffé, para
calcular el valor P. Las hipotesis H, y
H,,, fueron rechazadas cuando p <0.5.

RESULTADOS

Elaboracion de la bacterina. Todos los
cultivos de los serovares alcanzaron la
concentracién de 1x 108 células/ ml y
algunos sobrepasaron este numero de
leptospiras (Tabla 1). Las concentraciones
obtenidas segln el nefeldmetro de
MacFarland fueron de 3x108 células/ml para
cada uno de los serovares cultivados.
Los resultados de los ensayos con el
hidréxido de aluminio AI(OH), se
muestran en la tabla 2.

Evaluacion serolégica de la bacterina.
El andlisis de varianza y el estadistico de
Scheffé condujeron al rechazo de las
hipotesis nulas y al mismo tiempo a la
aceptacion de las hipétesis alternas. Los
promedios de titulos de anticuerpos en los
bovinos, variaron con la fecha de sangrado
al igual que con el tipo de serovar.

Tabla 1. Titulos de los serovares

Serovar Titulo (Leptospiras/ml)
L. pomona 1x101°

L. grippotyphosa 1x10°?

L. canicola 1x1088

L. hardjoprajitno 1x1087

L. hardjobovis 1x108:65

L. icterohaemorrhagiae 1x108

Tabla 2. Titulaciones de Leptospira con hidréxido de aluminio.

Serovares de

Leptospira interrogans Sobrenadante Precipitado
L. pomona 1046 10106
L. grippotyphosa 1047 1013
L. hardjoprajitno 10° 10103
L. hardjobovis 103> 10102
L. canicola 1052 10106
L. icterohaemorrhagiae 104 10t
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Los titulos de las sangrias 1, 2 y 4 fueron
estadisticamente iguales, por el
contrario la sangria 3 fue la Unica
diferente estadisticamente respecto a
las otras sangrias, es decir, a los 15
dias después de la revacunacion el
promedio de reactores aumento
considerablemente (Tabla 3).

Por otro lado, los titulos fueron diferentes
para cada serovar. Como se observa en
la figura 1, el serovar que presentod
mayor titulo de anticuerpos fue L.
icterohaemorrhagiae. En esta figura
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también se puede observar que no hubo
diferencia estadistica entre los titulos de
anticuerpos de este serovar y L.
canicola pues sus intervalos se solapan.

El serovar 2 L. hardjoprajitno produjo
menos (Figura 1) titulos que L. canicola,
aunque fueron estadisticamente iguales.
L. hardjobovis (serovar 1) y L. pomona
(serovar 3) presentaron titulos muy
parecidos y aunque el serovar 2 tuvo
niveles de titulacién mas altos, la
diferencia no fue significativa.

Tabla 3. Titulos promedio de los serovares de Leptospira interrogans, obtenidos

durante las diferentes sangrias.

Promedios de titulos por cepas

’ L. L. L. L. L. L.
Sangria  pardjobovis hardjoprajitno pomona canicola  icterohaemorrhagiae grippotyphosa

1 2.5 2.5 1.25 1.25 5 0
2 2.5 2.5 3.75 7.5 15 0
3 20 35 21.25 122.5 170 0
4 20 62.5 18.75 15 22.5 3.75
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Figura 1. Serovares y medias de los titulos de anticuerpos. 1. Serovar arjobovis, 2.

Serovar hardjoprajitno,

3.Serovar Pomona,

4, Serovar canicola, 5. Serovar

icterohaemorrhagiae, 6. Serovar grippotyphosa.
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El serovar 6 (L. grippotyphosa) fue el que
menos titulos de anticuerpos desarrolld
en los bovinos; los serovares 1 y 3 fueron
iguales estadisticamente (Figura 1).

L. canicola y L. icterohaemorrhagiae
arrojaron resultados de titulacidn
parecidos en los que se observod
inicialmente ausencia de titulos, pero
estos progresaron con el tiempo (nimero
de sangria) y descendieron rapidamente
en la cuarta sangria (Tabla 3). Por el
contrario la titulacién para L.
hardjoprajitno en los bovinos vacunados
no presentd variacién sino hasta la
tercera sangria, y en la cuarta se
observd un aumento notorio de
anticuerpos, es decir, que no se alcanzé
a registrar el descenso de los titulos
(Tabla 3). Para el caso de L. hardjobovis
en los bovinos vacunados, no se
evidenciaron variaciones antes de la
vacunacién y un mes después de esta.
Los titulos aumentaron en la sangria 3,
45 dias después de la vacunacién y 15
dias después de la revacunacién; pero
en la cuarta sangria este nivel se
mantuvo sin cambio en el promedio de
anticuerpos. El titulo de anticuerpos para
L. pomona a lo largo de las sangrias fue
similar al de L. hardjobovis, sbélo varid

en los valores de los promedios de los
titulos. Ademas, hubo aumento de
anticuerpos después de 30 dias de la
vacunacién y disminucion del nivel de
inmunoglobulinas entre la tercera y cuarta
sangria, es decir, 45 dias después de la
revacunacion. L. grippotyphosa evidencio
titulos Unicamente hasta la sangria nimero
4; este serovar, no incrementod titulos
durante las sangrias, 1, 2 y 3; los
promedios de los titulos detectados en la
cuarta sangria, dia 90 post vacunacion
fueron titulos de 3.75 muy inferiores dentro
del grupo (Tabla 3).

Los titulos para los serovares evaluados
estuvieron entre 1:25y 1:800. Los titulos
de 1:25 estuvieron presentes para todos
los serovares y en todas las sangrias.
Mientras que el titulo de 1:800 solamente
se obtuvo en la sangria 3 y para un sélo
animal, frente a L. icterohaemorrhagiae.
Los titulos de 1:50 y 1:100 se
presentaron a partir de la sangria
numero 2, es decir después de empezar
el plan de vacunacién. En la sangria
numero 3, 15 dias después de la
revacunacion, es donde se detectd el
mayor numero de bovinos reactores,
asimismo se registraron titulos desde
1:25 hasta 1:800 (Figura 2).

w 200
°
20
"-Eg. 150
3%

=3 -
T2 100 N
o c 3
T ® :
22 so
2 il I

0 | wom ... 58| S ,
dia 0 dia 30 dia 45 dia 90

Dias de vacunacion

|E!L. hardjoprjitno OL. pomona B L. canicola B L. icterohemorragiae B L. grippotyphosa 8 L. hardjobovis

Figura 2. Comparacion del comportamiento serolégico de los serovares.
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DISCUSION

La produccidn de la bacterina se realizé
a partir de los cultivos en el medio A;
medio en el que se presentaron
concentraciones celulares altas, en
menor tiempo. Esto se atribuye a que
las leptospiras inicialmente vienen
adaptadas y provienen de pases en
medios de composicién semejante al
medio A; lo cual facilita y acorta la etapa
de adaptacién y permite obtener en
forma mas rapida la biomasa celular
requerida (19).

Todas los serovares crecieron hasta
llegar y sobrepasar la concentracion
esperada 1x108 células/ml. El serovar que
obtuvo mayor concentracién fue L.
pomona con 1x10° leptospiras/ml.
Aunque todos los cultivos se manejaron
bajo las mismas condiciones, el
rendimiento en biomasa, no fue igual para
todos. Esto se debe a que cada
microorganismo actua en forma diferente
frente a las condiciones ambientales y
algunos como L. pomona y L.
grippotyphosa aprovechan mas
eficientemente los acidos grasos
disponibles en el medio como fuente de
energia y carbono, o son capaces de
superar la toxicidad que estos acidos a
su vez confieren al medio.

Los resultados de las concentraciones
también evidencian, que serovares como
L. icterohaemorrhagiae, L. hardjobovis
y L. hardjoprajitno son mas exigentes a
nivel nutricional o que son mas sensibles
a las condiciones ambientales (19, 20).

Las divergencias obtenidas entre las
concentraciones de las Leptospiras
demuestran nuevamente que a pesar de
gue estos microorganismos pertenecen a
la misma especie, L. interrogans, presenté
diferencias a nivel seroldgico y a nivel
nutricional (1, 21).

Las concentraciones obtenidas no fueron

un impedimento para la realizacidon de la
bacterina porque, aunque estas no
presentan similitud, todos los serovares
superaron la biomasa esperada,
1x108células/ml; sin embargo, la blusqueda
de un medio de cultivo en el que cada uno
de los serovares obtenga crecimientos
cercanos al de L. pomona (1x101° células/
ml) es una alternativa de trabajo para la
optimizacion del proceso de elaboracién de
la vacuna, ya que de esta forma se
producirian cultivos de leptospira mas
concentrados, disminuyendo asi los
volimenes de cultivo requeridos para la
formulacién de las dosis de la bacterina
vacuna. Esto haria el proceso mas efectivo
y econémico.

El método de Reed y Muench (15), que
se utilizé para titular los cultivos de
leptospira, es una alternativa para
determinar el recuento de las leptospiras
debido a que métodos como recuento en
placa y espectrofotometria no son
manejables en el caso de Leptospira,
pues el crecimiento en medio sélido se
logra con dificultad y en mucho tiempo
(15 dias o mas) y por otro lado, estos
microorganismos son mas pequefios que
las bacterias convencionales (1,7). De
tal forma, los datos obtenidos por medio
de espectrofotometria o por el
nefeldmetro de MacFarland, no confieren
resultados precisos. Al comparar los dos
meétodos de recuento empleados, el uso
de la nefelometria es menos acertado,
pues segln este todos los cultivos
presentaron igual concentracidn,
mientras que por Reed y Muench (15),
se observaron diferencias en el
crecimiento de cada serovar.

El tratamiento con formaldehido garantizé
la inactivacion de Leptospira, ya que las
pruebas de inocuidad practicadas
después de este proceso fueron
satisfactorias.

Generalmente los serovares, inducen la
formacion de anticuerpos asi como
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también de tipos celulares de reacciones
inmunes, aunque hay casos en que se
estimula preferentemente uno u otro tipo
(22). En el caso de la leptospirosis la
respuesta inmune que se prefiere es la
humoral (23), la cual se traduce en la
produccion de anticuerpos que pueden
ser detectados unos 5 dias después de
la infeccion inicial y luego de la
bacteremia. De tal forma la evaluacién
seroldgica de la vacuna por medio de la
MTA es un gran indicio de la efectividad
de la misma, es decir, de su capacidad
para inducir una respuesta especifica,
pues la aplicacién de las leptospiras
muertas o atenuadas condicionan la
respuesta inmune de tipo humoral y
celular, proporcionando una memoria sin
necesidad que se manifieste la
enfermedad (18, 20).

La bacterina polivalente probada en los
20 terneros fue efectiva ya que al tener
en cuenta los resultados, se observd un
desarrollo del titulo de anticuerpos
después de las sangrias postvacunales,
lo que indica que la vacuna es capaz de
estimular la produccién de anticuerpos.

Los bovinos que se vacunaron,
presentaron respuestas seroldgicas
diferentes a cada uno de los serovares
contenidos en la vacuna polivalente; lo
que hace conveniente analizar el por
gqué de las divergencias en el
comportamiento de los titulos de
anticuerpos desarrollados para los
serovares durante las diferentes
sangrias.

Segun los datos obtenidos del anélisis
estadistico, L. icterohaemorrhagiae fue
la que presenté un mayor promedio de
titulos de anticuerpos en todas las
sangrias postvacunales, haciéndola
diferente estadisticamente respecto a
las demas (Figura 1).

Al observar los resultados de las
concentraciones de los cultivos, L.

icterohaemorrhagiae es uno de los serovares
que menor concentracion presentd, asi es
que este hecho descarta la posibilidad
de que la diferencia de titulos se deba a
la ventaja de concentraciéon celular del
serovar; ademas, la formulacidon de la
vacuna se realiz6 de tal forma que todos
los serovares quedaron con igual
concentracion en el volumen final de la
dosis.

La notable titulacion de anticuerpos de
L. icterohaemorrhagiae se debido a la
estimulacion del sistema inmune por la
revacunacion. Al realizar los analisis de
los titulos de los anticuerpos, se pudo
determinar que los titulos de 1:400 y
1:800, fueron los que en el diagndstico
de leptospirosis indicaron infeccién por
una cepa patdéogena ambiental y se
presentaron en menor proporcion que los
de 1:25, 1:50 y 1:100, titulos que
habitualmente se registran para animales
vacunados. La similitud que los acidos
nucleicos de L. icterohaemorrhagiae,
presenta con los de los serovares
hardjobovis y hardjoprajitno, hace que
se presenten reacciones cruzadas, es
decir, que el serovar icterohaemorrhagiae,
aglutine y/o lise en presencia de
anticuerpos generados para las dos
genoespecies de L. hardjo (16,22).

Los resultados de la evaluacidon
serolégica demuestraron que el serovar
incluido en la vacuna aplicada fue capaz
de inducir una respuesta humoral ya que
en las sangrias 2 y 3 se observo que la
vacunacion estimuld la produccién de
anticuerpos, y que la revacunacion hizo
gue este estimulo se elevera y que como
es normal, estos cayeron rapidamente
después de un tiempo (Figura 2). Las
inmunoglobulinas generadas como
respuesta a una infeccién o a la
vacunacion, alcanzaron un nivel maximo
a los 14-15 dias y luego decayeron
gradualmente (7); razén por la cual el
nivel de anticuerpos encontrados
después de un mes de la vacunacién
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mostré promedios bajos para todos los
serovares. Asi pues, si se hubieran
realizado sangrias antes del mes (15 dias
después de la vacunacién) el titulo de
anticuerpos detectados pudo haber sido
mayor que el encontrado al mes, época
en la que los niveles de anticuerpos ya
habian disminuido, lo que condujo a una
pobre identificacion de anticuerpos en
la sangria 2. La razon anterior se sustenta
también con los datos obtenidos en la
sangria 3, que registraron promedios de
titulos de anticuerpos mas altos que para
las demas sangrias.

Los anticuerpos desarrollados frente a la
vacunacidén alcanzaron un nivel maximo a
los 15 dias y luego descendieron
gradualmente. Los primeros anticuerpos
que se elevaron son los de tipo IgM,
seguidos por los de tipo IgG, cuando ocurre
una respuesta secundaria por vacunacion
el tipo de anticuerpos que se producen en
mayor proporcion son los IgG, por lo tanto
alcanzan niveles mas altos y permanecen
durante casi 12 meses.

Los titulos de anticuerpos después de la
primera vacunacion no fueron muy altos

porque la toma de muestras de sangre se
realizé un mes después de la vacunacion,
época en la cual los IgM se encontraban
en los niveles mas bajos, lo que condujo a
una pobre deteccion de anticuerpos. De
tal forma la ausencia de titulos para
algunos serovares y en algunos bovinos
no significa que la bacterina sea incapaz
de estimular el sistema inmune humoral y
celular, y producir en consecuencia
anticuerpos que garanticen la proteccion
del animal vacunado (16).

La técnica de microaglutinacion se utilizo
para evaluar la capacidad inmunogénica
de la vacuna porque es uno de los
métodos aceptados por la Organizacidn
Mundial de la Salud y mas seguros para
el diagnodstico de la leptospirosis. Con
este método se han identificado varios
serotipos de leptospira en el pais.
Ademds, es una prueba sencilla,
econdmica, rapida y estandarizada. En
conclusién, la bacterina fue capaz de
inducir una respuesta inmune humoral en
los bovinos, sin embargo, la cepa L.
grippotyphosa no fue inmundgena
comparada con los demas serovares que
hicieron parte de la vacuna.
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